








Biochemische Zeitschrift. 


Herausgegeben von 


E. Buchner-Berlin, P. Ehrlich-Frankfurt a. M., C. von Noorden- 
Wien, E. Salkowski-Berlin, N. Zuntz-Berlin 


unter Mitwirkung von 


L, Asher-Bern, J, Bang-Lund, @. Bertrand-Paris, A. Bickel-Berlin, F. Blamentha!-Berlin, 
Chr. Bohr-Kopenhagen, F. Bottazzi-Neapel, G. Bredig-Heidelberg, A. Durig-Wien, F. Ehr- 
lHich-Berlin, G. Embden-Frankfurt a. Main, 8S, Flexner-New York, 8S, Frinkel- Wien, E. Freand- 
Wien, G. Galeotti-Neapel, H. J. Hamburger-Groningen, A. Heffter-Berlin, M. Jacoby-Heidel- 
berg, R Kobert-Rostock, MN. Kamagawa-Tokyo, F. Landolf-Buenos Aires, L.Langstein- Berlin, 
P A, Levene-New York, L, von Liebermann-Budapest, J. Loeb-Berkeley, A. Loewy-Berlin, 
A. Magnus-Levy-Berlin, J. A. Mandel-NewYork, L. Marchlewski-Krakau, P. Mayer-Karis- 
bad, L. Michaelis-Berlin, J. Morgenroth-Berlin, W. Nernst-Berlin, R, Pfeiffer-Kdénigsberg, 
Ch. Porcher-Lyon, F. Rochmann-Breslau, 8S. Salaskin-St. Petersburg, N. Sieber-St. Peters- 
burg, M. Siegfried-Leipzig, Zd, H. Skraup-Wien, 8S. P. L, Sérensen-Kopenhagen, E. H. Star- 
ling-London, F. Tangl-Budapest, H. v. Tappeiner-Mtinchen, H, Thoms-Berlin, J. Traube- 
Charlottenburg, A. J. J. Vandevelde-Gent, A. Wohl-Danzig, J Wohlgemuth-Berlin. 


Redigiert von 
C. Neuberg-Berlin. 


Zehnter Band. 


Mit zwei Tafeln. 





Berlin. 


Verlag von Julius Springer. 
1908. 








Druck von Oscar Brandstetter in Leipzig. 


nt et ARE tl ACA 











Inhaltsverzeichnis. 


Ostwald, Wolfgang. Uber die Lichtempfindlichkeit tierischer Oxydasen 
und iiber die Beziehungen dieser Eigenschaft zu den Erschei- 
nungen des tierischen Phototropismus........ 

Marchlewski, L. Studien in der Chlorophyllgruppe .... . 

Nerking, Joseph. Beitrige zur Kenntnis des Knochenmarkes . . 

Berntrop, J. €. Bemerkung zur Mitteilung der Herren M. Kumagawa 
und K. Suto iiber ,,Ein neues Verfahren zur quantitativen Be- 
stimmung des Fettes und der unverseifbaren Substanzen in 
tierischem Material nebst der Kritik einiger gebrauchlichen 
Df eG ka ee we joe 

Nerking, Joseph. Die Vertellung des Lecithins im Getuhen: Suaienien 

Klempin, Paui. Studien iiber das amylolytische Ferment im Hafer . 

Levene, P. A. und D. D. van Slyke. Zur Methodik der Destillation der 
Aminosiiurenester mittels der Geryk-Pumpe. .. . . 

Levene, P. A. und John A. Mandel. Uber die Darstellung und Analyes 
einiger Nucleinsduren XIII . 

Levene, P. A. und John A. Mandel. Zur Chemie dee Sebemnaleeneuteite 

Jacoby, Martin. Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente VII . 

Jacoby, Martin. Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente VIII 

Orgler, Arnold. Bemerkungen zu den Arbeiten von Aron und Sebauer: 
,, Untersuchungen iiber die Bedeutung der Kalksalze usw.“ und von 
Aron und Frese: ,,Die Verwertbarkeit verschiedener Formen des 
Nahrungskalkes usw.“ . . . 

Blumenthal, Ferd. und Friedrich Herschmese. Atoxyl- und Anilinver- 
giftung . 

Skraup, Zd. H. Uber Desaminoproteine , 

Jessen-Hansep, H. Einige Bemerkungen iiber die © Bangsche Methode 
der Zuckerbestimmung . 

Omi, Kaoru. Uber das Verhalten des Salicins im one ant i 
betischen Organismus ; 

Kusumoto, Chasaburo. Die Avescheidung der Athemswchdatecen im 
Harn nach Einfiihrung von Salicin in den Kérpern des gesunden 
und des pankreaslosen Hundes ‘ 

Battelli, F. und Lina Stern. Uber das Veuhommen der Antikatalase i im 
Tierorganismus 


Seite 


131 
167 


215 
221 
229 
232 


240 
245 


249 


258 


264 


275 








Abderhalden, Emil. Zur Frage des Albumosegehaltes des Gesamtblutes, 
des Plasmas und des Serums 


Michaelis, Leonor u. M. Ehrenreich. Die Aduapinamnals rT) der Pesmente 

Bauer, J. Uber die bei der Wassermannschen Luesreaktion wirksamen 
K6rper und iiber die hamolytischen Eigenschaften der Organextrakte 

Butkewitsch, W. Zur Frage iiber die Umwandlung der Stirke in den 
Pflanzen und iiber den Nachweis der amylolytischen Enzyme . 

Tsurusaki, H. Zur Kenntnis der komplexen Hamolysine 

Ascoli, M. und G, Izar. Beeinflussung der Autolyse durch anorganisc the 
Kolloide. IV. 

Traube, J. Uber die Wirkang ‘lipoidléelicher Stoffe oat rote Blut- 
k6érperchen 

Traube, J. Zur Komplomentirage 

Traube, J. Zur Frage der Virulenz der Bakteri rien . 

Traube, J. und Clara Goldenthal. Das rote Blutkérperchen und sein Inhalt 

Traube, J. Zur Spezifizititsfrage ......'..... 

Tswett, M. Uber das Phaeophytin und die Chlorophyllane nebet SchiuB- 
bemerkungen iiber das Phylloxanthin 

Tswett, M. Uber die Natur des sogenannten Juypeteliteleean Chloro- 
phylls* (Metachlorophyllins). ........+.+.4-.. ‘ 

Tswett, M. Das neue System der engnennien Chlasephylidesivate ' 

Seligmann, E. Zur Kenntnis der Seruminaktivierung . 

Marchiewski, L. und J. Retinger. Zur Kenntnis des Saencpguscls 

Lebedew, Alexander. Auftreten von Formaldehyd bei der zellfreien 
Nn rabbis ocala ae OS ee eee eee ee — 

Benfey, Arnold. 0 ber ‘duettusheais — me im Sauglingsham 4 

Funaro, Roberto. Uber die quantitative Bestimmung einiger redu- 
zierender Substanzen im Séuglingsharn ........ 

Funaro, Roberto. Uber den Kreatiningehalt des Ginglingsherms 

Marchlewski, L. Studien in der Chlorophyligruppe. II... . . 

Landolf, Fr. Ergebnisse neuerer Forschungen iiber Milchserum , 

Pringsheim, Hans. Uber die Unterdriickung der Fuselélbildung und 
die Mitwirkung von Bakterien an der Bildung héherer Alkohole 
OE A I ny. kee wie a dee Oe ¢ and eae 

Glikin, W. und A, Loewy. Zur nee iiber dm entolytischen und hydro- 
lytischen Abbau des EiweiBes unter normalen und pathologischen 
Bedingungen 





277 
283 


301 


314 
345 


356 


- 371 


380 
387 
390 
396 


414 
426 
430 
437 


454 
458 


463 
467 


472 
486 


490 


498 

















Uber die Lichtempfindlichkeit tierischer Oxydasen und 
iiber die Beziehungen dieser Eigenschaft zu den Er- 
scheinungen des tierischen Phototropismus. 


Von 
Wolfgang Ostwald. 
(Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Eingegangen am 15. Marz 1908.) 


Erste Abhandlung. 


I. Allgemeines und Methodisches. 


§ 1. Uber die physikalisch-chemischen Prozesse, welche 
durch Absorption strahlender Energie in den Organismen her- 
vorgerufen werden und welche die Grundlagen der phototro- 
pischen Reaktionen derselben bilden, besitzen wir zurzeit be- 
kanntlich wenig mehr als ziemlich allgemeine Vermutungen. 
Dies gilt sowohl fiir die phototropischen Erscheinungen der 
Pflanzen, als auch fiir die der Tiere. Der einzige Versuch, der 
meines Wissens auf botanischem Gebiet gemacht worden ist, 
um auf experimentellem Wege Aufschlu8 iiber photochemische 
Verainderungen des Protoplasmas zu erlangen, welche eindeutig 
mit den phototropischen Reaktionen der Pflanzen verkoppelt 
sind, riihrt von Czapek') her. Dieser Autor fand, daB ganz 
allgemein beim Verlauf von Reizerscheinungen in der Pflanze 
(Geotropismus, Heliotropismus, Hydrotropismus usw.) eine Zu- 
nahme der auch in tierischen Geweben verbreiteten Homo- 
gentisinséure stattfand. Diese Anhiufung der Homogentisinsaure 
kommt nach Czapek dadurch zustande, daB die Weiteroxy- 
dation derselben durch ein ,,antioxydatives‘‘ Ferment, welches 


1) Czapek, Ber. d. botan. Ges. 20, 464, 1902 und 21, 229, 
243, 1903. 
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der ebenfalls weit verbreiteten Tyrosinase entgegenwirkt, ver- 
hindert wird. Die betreffende Reizung wiirde also eine Ver- 
mehrung oder ,,Aktivierung‘‘ dieser Antioxydase zur Folge 
haben. Eine eingehendere, insbesondere auch quantitative 
Untersuchung dieser wichtigen Entdeckung steht noch aus. — 
Fernerhin hat J. Loeb’) die Vermutung ausgesprochen, daB 
auf der belichteten Seite eines positiv heliotropischen Pflanzen- 
teils etwa Oxydationsprozesse, auf der unbelichteten Seite etwa 
Reduktionsprozesse in verstarktem MaBe vor sich gehen. , Eine 
direkte experimentelle Priifung hat indessen auch diese Ansicht 
nicht erfahren. 

Was die den phototropischen Reaktionen der Tiere zu- 
grunde liegenden photochemischen Prozesse anbetrifft, so ist, 
soviel ich wei8, keinerlei experimentelles Material vorhanden, 
welches gestattet, uns iiber die Natur und die Bedingungen 
dieser Vorgange eine irgendwie bestimmte Vorstellung zu machen. 
Von den Vermutungen, welcher Art diese Prozesse sein kénnen, 
sind insbesondere die Ansichten von J. Loeb, dem Begriinder 
des Begriffes der tierischen Tropismen, zu nennen. Wahrend 
z. B. dieser Autor in seinen ,,Vorles. iib. d. Dynamik der Lebens- 
erscheinungen“ nur allgemein von Stoffen spricht, ,,deren Re- 
aktion durch das Licht beschleunigt oder verzégert wird (188)‘‘, 
hat er in einer neuern Publikation, welche die experimentelle 
Beeinflussung phototropischer Erscheinungen durch chemische 
Faktoren sowie durch ultraviolettes Licht darlegte, die Még- 
lichkeit erwogen, daB ,,die Erregung von positivem Heliotropis- 
mus bei Tieren durch Saéuren auf der Hemmung der Bildung 
oder Wirksamkeit einer antipositiven Substanz (der Kiirze halber 
sei dieser Ausdruck gestattet) beruht. Es ware denkbar, da 
die Bedingungen von positivem Heliotropismus — also die po- 
sitiv heliotropische Substanz — in den uns hier interessieren’en 
Organismen*) gegeben sind, daB aber deren (photochemische?) 

1) J. Loeb, Vorles. ititb. d. Dynamik d. Lebenserscheinungen, 
Leipzig, 1906, 171, 172. 

*) Siehe die ausfiihrlichen Erérterungen weiterer méglicher Wir- 
kungen des Lichts bei phototropischen Reaktionen der Pflanzen in 
Pfeffer, Pflanzenphysiologie, II. Aufl., 2, § 112, 113, 125, 126 und 
speziell § 127, 645 ff. 

3) Gemeint sind die unter natiirlichen Bedingungen negativ 
heliotropischen Daphnien, Volvox usw. 
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Wirksamkeit durch die fortwahrende Bildung gewisser Stoffe 
im Tierkérper resp. in den Augen gehemmt wird. Nehmen 
wir nun an, da® Saure die Bildung dieser letzten Antikérper 
hemmt, so ist die positivierende Wirkung der Saure verstand- 
lich. Ebenso ist alsdann die positivierende Wirkung der Tem- 
peraturerniedrigung verstandlich, da ja hierdurch die Ge- 
schwindigkeit der Bildung der hemmenden Antikérper ver- 
ringert wird.“ ,,Was nun die Erregung von negativem 
Heliotropismus durch ultraviolette oder violette Strahlen be- 
trifft, so kann es sich hier sowohl um die Bildung einer ne- 
gativ heliotropischen Substanz auf photochemischem Wege als 
auch, bei etwaigem Vorhandensein einer solchen, um Zersté- 
rung der antagonistischen positiven Substanz oder um beides 
handeln. Da Temperaturerniedrigung diesen Vorgang verzégert, 
so sind beide Méglichkeiten in Betracht zu ziehen.‘‘') Wie 
man sieht, hat diese theoretische Anschauung eine gewisse Ahn- 
lichkeit mit den Ansichten Czapeks, nach denen die photo- 
tropische Reizung bei Pflanzen ebenfalls die vermehrte Bildung 
einer ,,Antioxydase“ veranlassen soll. Allerdings sind die Loeb- 
schen Vermutungen allgemeinerer und entsprechend unbestimm- 
terer Natur als die Anschauungen von Czapek, fiir welche 
doch einige nahere, wenn auch noch wenige experimentelle 
Unterlagen vorhanden sind. Eine andere Méglichkeit, welche 
besagt, ,,daB die Siuren bei den SiiBwasserorganismen dadurch 
positiven Heliotropismus hervorrufen, daB sie die Bildung einer 
gewissen Substanz beschleunigen, von welcher dieser positive 
Heliotropismus abhingt‘ (1. c. 577), halt J. Loeb fiir ausge- 
schlossen. Als Beweis hierfiir sieht J. Loeb den Umstand an, 
da8 bei hdéherer Temperatur nicht weniger, sondern mehr 
Siure als bei niedriger Temperatur notig ist, um eine positi- 
vierende Wirkung hervorzurufen, eine Tatsache, die den ge- 
laufigen Ansichten iiber den TemperatureinfluB die Geschwindig- 
keit chemischer Reaktionen (in unserm Falle die Bildung der 
positivierenden Substanz) widerspricht. — Ich habe diese An- 
sichten darum so ausfiihrlich wiedergegeben, weil sie in 
der Tat die einzigen Vermutungen sind, welche bisher iiber 
die Natur der photochemischen Vorgiinge, die den photo- 


1) J. Loeb, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol., 115, 578, 1906. 
] * 
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tropischen Reaktionen der Tiere zugrunde liegen, angestellt 
worden sind. 

§2. Wahrend gewisser noch nicht verdffentlichter und 
auch noch nicht abgeschlossener Versuche iiber den Einflu8 
ausgesprochener organischer und anorganischer Oxydations- und 
Reduktionsmittel, sowie einiger optischer Sensibilisatoren auf 
die phototropischen Reaktionen von Daphnia kam mir der Ge- 
danke an eine weitere theoretische Méglichkeit der photo- 
chemischen Wirkungsweise strahlender Energie auf Organismen 
Diese Méglichkeit erschien insbesondere darum der Priifung wert, 
weil sie bestimmtere photochemische Prozesse, die einem ex- 
perimentellen Studium nicht unzugiinglich erschienen, in Be- 
trachtung zog. Die bezeichneten Versuche legten nimlich die 
Frage nahe, ob nicht vielleicht ein Zusammenhang der 
phototropischen Erscheinungen mit den Atmungs- 
oder Oxydationsvorgangen im allgemeinen Sinne, d. h. 
mit der Gewebeatmung, im Gegensatz z. B. zu den spe- 
ziellen Oxydationsvorgiangen gewisser Nahrungsbestandteile usw., 
besteht. Schon von allgemein biologischen Gesichtspunkten 
aus erscheint ein solcher Zusammenhang darum nicht unmdég- 
lich, weil man aus der ungeheuren Verbreitung der phototro- 
pischen Reaktionsfahigkeit schlieBen kann, daB die photochemisch 
beeinfluBbaren Vorgiinge, welche die orientierten Bewegungs- 
reaktionen veranlassen, ebenfalls zu einer sehr allgemeinen und 
weit verbreiteten Klasse von Prozessen in tierischen sowohl 
wie in pflanzlichen Organismen gehéren miissen. Auf der an- 
dern Seite ist es ja wahrscheinlich, daB es kaum eine che- 
mische Reaktion gibt, welche nicht bis zu einem gewissen Grade 
lichtempfindlich ist (siehe z. B. Wilh. Ostwald, Lehrb. d. 
aligem. Chem., 2. Aufl.,JII, 2, 1012). Zu den allgemeinsten der- 
artigen fiir fast alle Organismen charakteristischen Prozessen 
gehéren aber zweifellos die allgemeinen Oxydationsvorginge. 
Ferner weisen auch speziellere biologische Tatsachen bereits auf 
einen Zusammenhang zwischen Gewebeatmung und Phototro- 
pismus hin. So sei an die von Loeb gefundene Tatsache er- 
innert, da® Blattliuse, Ameisen usw. einen ausgesprochenen 
positiven Phototropismus nur zur Zeit ihrer geschlechtlichen 
Reife resp. zur Zeit ihres ,,Hochzeitsfluges‘‘ usw. zeigen. Man 
_ wird nicht fshl gehen, wenn man die an héheren Tieren, z. P. 


ee ee 
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Amphibien, zur Brunstperiode gefundene betrichtliche Steige- 
rung der allgemeinen Atmungstatigkeit auch bei niederen Tieren 
unter analogen Umstanden annimmt, obgleich mir spezielle 
Untersuchungen hieriiber nicht bekannt sind, und auch bei den 
eben ausgeschliipften jungen Raupchen, z. B. von Porthesia 
chrysorrhoea, welche einen so auBerordentlich intensiven posi- 
tiven Phototropismus zeigen, wird voraussichtlich eine ent- 
sprechende Erfahrung gemacht werden.') Natiirlich folgt aus 
der Gleichzeitigkeit von intensiver Atmung und ausgepragtem 
Phototropismus noch nicht, da® zwischen ihnen ein kausaler 
Zusammenhang besteht; indessen machen die angegebenen 
Parallelen eine solche Méglichkeit doch zu einem gewissen Grade 
wahrscheinlich. 

Es ergeben sich nun insbesondere zweierlei Wege, diese 
Vermutung experimentell zu priifen, Der erste besteht darin, 
daS8 man, kurz gesagt, die respiratorischen Koeffizienten photo- 
tropischer Tiere unter verschiedenen Versuchsbedingungen unter- 
sucht. Man sollte erwarten, daB sich, falls ein derartiger Zu- 
sammenhang besteht, Verschiedenheiten in den Werten dieser 
Koeffizienten im Licht und im Dunkeln, sowie entsprechend 
des positiven oder negativen Sinnes des Phototropismus des be- 
treffenden Organismus usw. ergeben wiirden. Man wire auf 
diesem Wege imstande, den ,,Brutto‘‘-Einflu8 des Lichtes auf 
die Atmungsvorgange der phototropischen Organismen zu unter- 
suchen. Allein es ist nicht unméglich, da8 diese Methode zu 
wenig empfindlich ist, um derartige Einfliisse mit grdBerer 
Deutlichkeit zu zeigen, und in diesem Sinne scheinen auch 
z. B. die Versuche der Botaniker iiber den Lichteinflu8 auf 
die Atmung der Pflanzen ausgefallen zu sein, insofern, als nach 
Pfeffer?) kaum eine derartige Abhangigkeit nachgewiesen 
werden konnte. Weiterhin wiirde aber auch eine Abhingig- 
keit des respiratorischen Koeffizienten von der Belichtung nichts 
iiber die photochemischen Vorgiinge, welche die Veranderung 


1) Siehe z. B. das entsprechende Verhalten auch der Blattknospen, 
bei welchen wahrend und nach ihrer Entfaltung die Atmungstatigkeit 
im Vergleich zu den ausgewachsenen Blittern ihren Hohepunkt erreicht 
(Pfeffer, Pflanzenphysiologie, 2. Aufl., 1, 529). 

*) Pfeffer: Pflanzenphysiologie, 2. Aufl., 1, 573; Czapek, Bio- 
chemie d. Pflanz. 2, 399 ff., 1906. 
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der Sauerstoffaufnahme und Kohlensdureabscheidung bei Be- 
lichtung verursachen, und welche uns hier besonders interes- 
sieren, aussagen, und endlich kénnen ja auch oxydative, photo- 
chemisch empfindliche Vorgange im Organismus sich abspielen, 
welche zu Umlagerungen des Sauerstoffs innerhalb des Orga- 
nismus fiihren, und welche durch den respiratorischen Koeffi- 
zienten nicht zum Ausdruck gebracht werden kénnen, resp. ihn 
nicht oder nur unwesentlich beeinflussen. Alle diese Umstande 
machen den Wert dieser allgemeinen Methode etwas fraglich. 

Der zweite Weg, um etwaige Beziehungen zwischen den 
Oxydationsvorgingen im Organismus und Lichtwirkungen auf- 
zufinden, ist folgender: Bekanntlich fiihrt der Organismus 
eine ganze Reihe von Oxydationen aus, welche im Reagens- 
glas nicht oder nur durch Zufuhr betriachtlicher Mengen nicht- 
chemischer Energie (Warme, elektrische Energie usw.) oder 
aber auf chemischen Wegen, welche der Organismus sicher 
nicht einschligt, da dieselben bei seiner Zusammensetzung nicht 
méglich sind, vor sich gehen. Die neueren Forschungen haben 
nun bekanntlich mit groBer Allgemeinheit ergeben, da8 die 
physikalisch-chemischen Mittel, welche der Organismus besitzt, 
um ganz allgemein derartige im Reagensglas mit entsprechenden 
Ausgangsstoffen nicht stattfindende Reaktionen zu ermdéglichen, 
in Katalysatoren resp. Fermenten bestehen. Auch fiir die oxy- 
dativen Vorginge im Organismus hat sich in neuerer Zeit mehr 
und mehr gezeigt, daB auch hier ungemein weit verbreitete Fer- 
mente existieren, welche die bei biologischen Temperaturen 
sonst unmdglichen Vorgainge der Gewebeoxydation veranlassen 
oder erméglichen, resp., um mit Pfeffer zu reden, den mole- 
kularen Luftsauerstoff derart ,,in das Stoffwechselgetriebe 
reiBen‘‘, daB diese physiologischen Verbrennungen stattfinden. 
So zwingend auf der einen Seite alle neueren Untersuchungen 
auf die wichtige Rolle dieser oxydativen Fermente bei den 
physiologischen Verbrennungsprozessen hinweisen'), so wenig 


1) Siehe die iibersichtliche Darstellung in J. Loeb, Vorles. usw. 
30 ff.; ferner Czapek: Biochemie d. Pflanzen 2, 464 ff.; Oppenheimer, 
Fermente, 2. Aufl. 1903, 13, 18, 48, 186 usw.; Schade, Medizinisch- 
katalytische Studien, Kiel 1907, 25, 346 usw.; Engler und Weissberg, 
Kritische Studien iiber die Vorginge der Autoxydation, Braunschweig 
1904, 144, 180, insbesondere 186 ff. 
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sicher sind wir andererseits iiber die nihere chemische Dynamik 
dieser oxydativen Fermentwirkungen. Ich beabsichtige nicht, 
an dieser Stelle eine ausfiihrliche OUbersicht itiber die verschie- 
denen Ansichten iiber die naheren Wirkungsweisen oxydativer 
Fermente zu geben, sondern méchte nur kurz den folgenden 
Punkt hervorheben, wobei ich auBerdem auf eine friihere Ab- 
handlung, in welcher derselbe Gegenstand bereits etwas aus- 
fiihrlicher behandelt wurde'), hinweisen méchte. Das Sicherste 
vielleicht, was wir den mannigfaltigen experimentellen Er- 
fahrungen zurzeit entnehmen kénnen, ist die Existenz wenig- 
stens zweier, in gewissem Sinne entgegengesetzt wirkender 
Fermente oder Stoffe in den Extrakten der Gewebe und Korper- 
fliissigkeiten der Organismen. Dies sind auf der einen Seite 
die als ,,echte“ Oxydasen bekannten Peroxydasen (Ozonide, 
echte und indirekte Oxydasen, Bourquelot; «-, #- und 
y-Oxydasen von GriiB, Oxygenasen und Peroxydasen, Bach 
und Chodat usw.), auf der andern Seite das Enzym, welches 
mit einer Ausnahme*) bisher nur betreffs seiner Wirkung auf 
Wasserstoffsuperoxyd untersucht wurde, die Katalase (Loew, 
Hamase Senter usw.). Ich méchte das, was ich zur allge- 
meinen Charakteristik dieser zwei bis drei Arten von Fermenten 
resp. Stoffen in meiner zitierten Abhandlung gesagt habe, hier 
nicht wiederholen und auch nicht auf jene dort niaher be- 
zeichnete Modifikation der fermentativen Atmungstheorien von 
J. Loeb, Bach und Chodat, Loew, Senter usw., welche 
mir den experimentellen Tatsachen am angemessensten erscheint, 
eingehen; einige speziellere Punkte werden weiter unten noch- 
mals erértert werden. Nur einen dort nicht besprochenen 
Umstand von besonderer Wichtigkeit méchte ich hier beriihren. 

Von Pfeffer ist mehrfach nachdriicklich darauf hinge- 
wiesen worden*), daS man nicht ohne weiteres berechtigt ist, 
aus den Eigenschaften von Extrakten der toten Gewebe und 
Korperfliissigkeiten Schliisse auf die entsprechenden Verhilt- 


1) Wo. Ostwald: Biochem. Zeitschr. 6, 409, 1907. 

2) Uber die Rolle der Katalase bei der Reduktion des Oxyhimo- 
globins: Walter Ewald, Archiv f. d. ges. Physiol. 116, 334, 1907. 

3) Siehe z. B. Pflanzenphysiologie, 2. Aufl. 1, 553, 554, sowie 
Oxydationsvorgiinge in lebenden Zellen, Abh. d. k. sachs. Akad. d. 
Wissensch. 1889. 
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nisse im lebenden Organismus zu ziehen. So richtig diese 
Warnung zweifellos ist, so glaube ich doch nicht, daB die 
SchluGfolgerungen, welche man aus den Eigenschaften sog. 
, toter“’ Organismenteile usw. in bezug auf die Eigenschaften 
normaler oder lebender Organismen zieht, ganz ohne alle Be- 
deutung sind. Zunichst ist ja schon der Begriff ,,tot‘ ein 
sehr variabler und ein fiir verschiedene Organe usw. sehr Ver- 
schiedenes bedeutender Begriff. Man kénnte z. B. im Zweifel 
sein, ob man das zur Transfusion durch eine Glasréhrenleitung 
usw. geleitete Blut eines Wirbeltieres als lebend oder tot be- 
zeichnen mu, resp. ob man aus dem Verhalten des aus dem 
Korper entfernten frischen Blutes Schliisse auf das Verhalten 
desselben im Tierkérper ziehen darf. Waren derartige Schlub- 
folgerungen aus Eigenschaften ,,toter‘‘, von Organismen ab- 
stammender Systeme nicht wenigstens zum Teil berechtigt, 
d. h. kausal erfolgreich, so wiirde ja eine analytische Biochemie, 
welche doch in den weitaus meisten Fillen den Organismus 
zersetzen, ihn schaidigen oder doch (bei Versuchen in vivo) 
unter nicht normale Bedingungen bringen mu, ganz un- 
méglich oder zwecklos, was aber nach ihren bisherigen Er- 
folgen gewiB nicht der Fall ist. In ganz entsprechender Weise 
muB sich ja auch die Anatomie und Histologie zum gréBten 
Teile mit dem Studium ,,toter‘‘ Organismen begniigen, und 
obschon z. B. die histologischen Befunde auch nur mit Vor- 
sicht zu Schliissen auf die Struktur der lebenden Substanz 
anwendbar sind (man denke dabei z. B. an die Rolle der 
Fixierungsmittel usw., A. Fischer, G. Mann u. a.), so wird 
man ihnen doch nicht allen Wert absprechen kénnen. Selbst- 
verstaindlich bin ich auch der Ansicht von Pfeffer, daB der- 
artige Versuche mit ,,toten‘‘, besser vielleicht mit ,,isolierten“ 
Organteilen, — extrakten usw. zunichst nur Annaherungen 
an die wirklichen Verhiltnisse im normalen ,,lebenden“ Or- 
ganismus darstellen, indessen sehe ich nur diesen Weg der 
sukzessiven analytischen Annaiherung, um in das Verstandnis 
der komplizierten Gesamterscheinungen einzudringen. Dal 
mittels dieser Methoden angestellte Untersuchungen zu wichtigen 
Aufklaérungen biologischer Probleme fiihren kénnen, zeigen u. a. 


die Untersuchungen von Buchner und seinen Mitarbeitern iiber 
den ,,PreBsaft‘‘ der Hefezellen. — 
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Im Sinne dieser Ausfiihrungen habe ich nun _ versucht, 
einen etwaigen Zusammenhang der Atmungs- oder allgemeinen 
Oxydationsvorgange in tierischen Organismen mit den photo- 
tropischen Eigenschaften der letzteren dadurch zu untersuchen, 
da ich die Einwirkungen des Lichts auf die Fermente oder 
Stoffe, welche bei den Oxydationsvorgingen im Tierkérper 
sicher oder mit groBer Wahrscheinlichkeit eine wichtige Rolle 
spielen, an Extrakten dieser Fermente aus den Geweben und 
Kopertliissigkeiten derselben studiert habe. 

§ 3. Bevor ich zur Schilderung der Versuche selbst sowie 
der bei ihnen befolgten Methoden iibergehe, wird es zweck- 
maBig sein, kurz die Resultate zu beriihren, welche bisher 
beziiglich der Wirkungen des Lichts auf Fermente ganz im 
allgemeinen gewonnen worden sind’). Man hat bei den Licht- 
wirkungen auf Fermente insbesondere zwei Gruppen von 
feaktionen zu unterscheiden, welche in der Literatur nicht 
immer scharf auseinander gehalten werden. Die eine Gruppe 
enthalt die Wirkungen des Lichts auf die Entstehung oder 
Bildung der Oxydasen in pflanzlichen und tierischen Geweben, 
ferner aber auch in den Prelsiften oder Organextrakten des- 
selben. Zur andern Gruppe gehéren die Einfliisse strahlender 
Energie auf die fermentativen Oxydationsprozesse selbst, so- 
wohl der in den Geweben des lebenden Organismus als auch 
der mit den Extrakten im Reagensglas stattfindenden. Es ist 
anzunehmen, daS im lebenden Organismus beide Prozesse 
nebeneinander verlaufen, und daBg namentlich fiir den Fall, 
daB die Peroxydase, resp. das sie begleitende, fiir ihre Wirk- 
samkeit notwendige organische Peroxyd wahrend der Reaktion 
verbraucht wird, eine fortwaihrende Neubildung desselben 
stattfindet. 

Cber Wirkungen des Lichtes speziell auf oxydative 

1) In bezug auf die Literatur der photobiologischen Wirkungen 
insbesondere auf tierische Organismen iiberhaupt sei auf die Arbeiten 
von Busck, Mitt. Finsens Lichtinst., Heft VIII, 1904, sowie Bio- 
chem. Zeitschr. 1, 425ff., 1906, hingewiesen. Die photobiologische Literatur 
iiber Pflanzen findet sich bis auf die Arbeiten der letzten Jahre voll- 
standig beriicksichtigt in Pfeffer, Pflanzenphysiologie, 2. Aufl., 1897 
bis 1904; die neuere Literatur ist in Czapek, Biochemie d. Pflanzen 
1 u. 2, 1905—1906, aufgezahlt, 
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Fermente habe ich in der Literatur keine Angaben finden 
kénnen. Ich sehe dabei ab von der allgemeinen Feststellung, 
welche 6fters in der Literatur zu finden ist, dafS Fermente 
allgemein von direktem Sonnenlicht bei Sauerstoffzutritt ge- 
schaidigt werden, sowie von den schon oben beriihrten Unter- 
suchungen iiber den Einflu8 der Belichtung auf den Gesamt- 
prozeB der pflanzlichen Atmung. Es wird sich spater zeigen, 
daB diese allgemeine Feststellung des schaidigenden Einflusses 
des Sonnenlichtes auf Fermente bei Sauerstoffzutritt nicht zu- 
trifft in bezug auf das eine der oxydativen Fermente, die 
Peroxydase. Dagegen ist fiir andere z. B. hydrolytische Fer- 
mente ein spezieller Lichteinflu8 wohl beobachtet und studiert 
worden'). Insbesondere durch Green*) wurde gezeigt, daB 
die Wirkung der Diastase des Speichels durch Licht sowohl 
verstirkt als vermindert werden kann. Es ergab sich bei 
diesen Untersuchungen u. a. ein interessanter Einflu8 der 
Wellenlange, insofern als rote und gelbe Strahlen die Wirkung 
begiinstigten, violette sie im Vergleich zu im Dunkeln vor sich 
gehenden Reaktionen hemmten. Es handelt sich bei diesen 
Versuchen von Green um Lichteinfliisse der ersten Gruppe, 
d. h. um eine Neubildung und Zerstérung oder vorhergehende 
, Aktivierung‘‘ und ,,Inaktivierung’‘ der Diastase durch Licht, 
da Green nicht den Einflu8B des Lichtes auf die Spaltung 
selbst untersuchte, sondern eine Vermehrung oder Verminderung 
der diastatischen Wirksamkeit nach der Belichtung der 
Speichelfliissigheit ma. Ahnliche Versuche tiber die im all- 
gemeinen zerstérende Wirkung des Lichtes auf Fermente oder 
Fermentlésungen selbst sind ferner von Downes und Blunt’), 
Fermi und Pernossi*), Duclaux®), Fernbach*), Emmer- 


1) Siehe die Literatur iiber das folgende in Czapek, 1. c. 1, 71; 
Duclaux, Traité de Microbiologie 2, 221ff.; Oppenheimer, Fer- 
mente, 2. Aufl., 37, 1903. Uber Lichtwirkungen auf Fermente im all- 
gemeinen hat sich Duclaux wohl am ausfiihrlichsten geaiuBert. 

2) Green, J. R. Phil. Trans. Roy. Soc. London. 188, 167ff., 1897, 

3) Downes und Blunt, Proc. Roy. Soc. Lond. 26, 1877 und 
28, 1878. 

4) Fermi und Pernossi, Zeitschr. f. Hygiene 18, 83, 1894. 

5) Duclaux, loc. cit. 2, 222, 1899. 

6) Fernbach, Ann. de l'Institut Pasteur. 3, 473, 1889. 
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ling’), Schmidt-Nielsen*) usw. angestellt worden. Das 
wichtigste, allen diesen Untersuchungen gemeinsame Resultat 
scheint der Umstand zu sein, daB der Sauerstoff eine wichtige, 
wenn nicht ausschlaggebende Rolle bei dieser Zerstérung spielt. 
Dies wird unter anderem gezeigt durch vergleichende Versuche 
mit offenen und geschlossenen, flachen und hohen GefaBen, 
aus Experimenten in Wasserstoff- und Sauerstoffatmosphire, 
und vielleicht besonders deutlich durch die schon von Fern- 
bach aufgefundenen, spaterhin von Tappeiner und seinen 
Mitarbeitern bestatigten EinfluB geringer Mengen von Saure 
oder Alkali, insofern als schon kleine Zuséitze von Saure die 
Zerstérung der Fermente  beschleunigten, eine alkalische 
Reaktion die Fermente verglichen mit neutralen Lésungen je- 
doch ein wenig schiitzte. Weiterhin ist an dieser Stelle die 
eben erschienene Arbeit von Dreyer und Hanssen*) zu 
nennen, in der der wichtige Nachweis gelungen ist, daf die 
Zerstérung belichteter Fermente, Toxine usw. sehr genau ge- 
ma8 einer monomolekularen Reaktionsformel vor sich geht, 
ein weiterer Beweis fiir die chemische Natur der Licht- 
wirkung. 

Zu den Lichtwirkungen der zweiten Gruppe haben insbe- 
sondere die ,, photodynamischen‘‘ Untersuchungen von Tappeiner, 
Jodlbauer und ihren Schiillern Busck, Stark, Liebel, Till- 
metz,-Rehm, Riegner, Quiring, Locher usw. interessante 
Beitrage geliefert*). Aus diesen Untersuchungen geht einer- 
seits hervor, daB der Zusatz schon von duferst geringen 
Mengen fluorescierender Substanzen, z. B. die Invertierung von 
Zucker durch Invertin bei Belichtung stark behindert, resp. 
das Ferment zerstért, waihrend ohne Acridin-, Eosin- usw. 
Zusatze die Hemmung der Reaktion bei gleicher Belichtungs- 
dauer eine verhaltnismaBig geringe ist. Auf der anderen Seite 


1) Emmerling, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 3811, 1901 

2) Schmidt-Nielsen, Mitt. Finsens Lichtinst. 9, 1904. 

8) Dreyer und Hanssen, Compt. rend., 145, 564, 1907. 

*) Die Literatur tiber diese Untersuchungen ist vollstindig von 
Busck in Biochem. Zeitschr. 1, 435ff., 1906, gesammelt worden. Die 
wichtigsten speziell sich auf Enzyme beziehenden Arbeiten sind: H. von 
Tappeiner, Ber.d. Deutsch. chem. Ges. 36, 3035, 1903; v. Tappeiner und 
Jodlbauwer, D. Arch. f. klin. Med. 80, 427, 1904; ibidem 85, 1906. 
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aber wurde gefunden, daS auch hier der Sauerstoff eine sehr 
wichtige Rolle spielt insofern, als die Schadigung nur in 
Sauerstoffatmosphiare stattfand, sowie der groBe EinfluB saurer 
Reaktionen nachgewiesen wurde. Interessant ist noch ferner- 
hin, da8 von Straub’) sowie von Jodlbauer und Tappeiner 
selbst in vielen Fallen bei Belichtung der Lésungen fluores- 
cierender Stoffe die Bildung ,,aktiven‘‘ Sauerstoffes, d. h. das Auf- 
treten peroxydartiger Verbindungen nachgewiesen werden konnte. 

§ 4. Abgesehen nun von dem EinfluB des Lichts auf die 
Bildung und Wirkung oxydativer Fermente, méchte ich die 
Tatsache hervorheben, daB ganz allgemein Oxydationsprozesse, 
welche photochemisch beeinfluBbar sind oder tiberhaupt nur 
bei Lichtzutritt mit merklicher Geschwindigkeit verlaufen, auBer- 
halb des Organismus iiberaus haufig sind, namentlich aber bei 
teaktionen organischer Kérper vorkommen.*) Von den mannig- 
fachen Beziehungen zwischen diesen nicht physiologischen Oxy- 
dationen und den fermentativen Atmungsvorgingen méchte ich 
hier nur die zwei folgenden besonders interessanten hervorheben. 

Es ist durch neuere Arbeiten mehrfach gezeigt worden, 
da8 gerade fiir Oxydationen organischer Kérper, welche sich in 
bezug auf ihre Reaktionsgeschwindigkeit vom Lichte abhangig 
erwiesen haben, das Auftreten resp. die Mitwirkung von sauer- 
stoffreichen, oft ziemlich labilen Verbindungen (Peroxyden, Mol- 
oxyden usw.) charakteristisch ist. In manchen Fillen sind der- 
artige Peroxyde (einschlieBlich Wasserstoffsuperoxyd) isoliert 
worden, und es hat sich weiterhin gezeigt, dab diese Peroxyde 
die Oxydation des betreffenden Koérpers ungemein beschleunigen, 
sowie durch Belichtung vermehrt werden. Infolge dieser photo- 
chemischen Vermehrung der die Oxydation beschleunigenden 
oder vielleicht erst erméglichenden Peroxyde hat eine Oxy- 
dation vieler organischer Korper im Lichte die Form einer 
Autoxydation resp. genauer den Reaktionscharakter einer Auto- 
katalyse. Dies ist z. B. besonders ausfiihrlich von A. Genthe*) 





1) Straub, Minch. med. Wochenschr. 1904, Nr. 25, sowie Arch. 
f. experim. Patholog. 51, 383, 1905. 

*) Siehe Eder, Photochemie 3. Aufl. Kap. 23, 24, 25 usw., ferner 
besonders 21, 61, 111, 112, 349 usw.; weiterhin Engler und Weib- 
berg, Vorginge der Autoxydation, Braunschweig 1904, 178 usw. 

*) A. Genthe, Zeitschr. f. angew. Chem. 1906. 
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fiir die Oxydation des Leindls gezeigt worden; zweifellos ver- 
laufen auch viele andere lichtempfindliche Oxydationsvorginge 
namentlich organischer Korper nach diesem Schema. Nun 
sind aber bekanntlich schon seit Schénbeins Entdeckung der 
guajakblauenden Eigenschaft pflanzlicher Safte, namentlich aber 
durch die neueren Arbeiten von Bach und Chodat,') Engler 
und Wohler*) Kastle und Loevenhart*) usw. enge Be- 
ziehungen zwischen oxydierenden Fermenten und organischen 
Peroxyden vermutet und zum Teil auch gefunden worden, so 
da z. B. die vier zuletzt genannten Forscher die Existenz 
eines typischen oxydativen Ferments in Frage stellen und 
an Stelle dieses ein labiles organisches Peroxyd selbst setzen. 
In der Tat sind ihre diesbeziiglichen Versuche mit typischen 
isolierbaren organischen Peroxyden (z. B. Benzoyl-, Phtayl- 
superoxyd usw.) ziemlich iiberzeugend, und ich méchte gleich 
hier bemerken, daB meine Versuche iiber den EinfluB der Be- 
lichtung auf ,,peroxydasen“‘-haltige Extrakte ebenfalls in diesem 
Sinne sprechen, insofern als im allgemeinen Belichtung hier 
gleichfalls eine Vermehrung oder Aktivierung der guajakblauen- 
den Eigenschaft derselben verursacht. Dieses Verhalten bringt 
das betreffende fragliche Ferment in Gegensatz zu den photo- 
chemischen Eigenschaften aller iibrigen bisher untersuchten 
Fermente, wenigstens soweit was die Lichtempfindlichkeit der 
oxydativen Reaktionen seibst anbetrifft. SchlieBlich spricht 
noch folgender Grund fiir die peroxydartige Charakteristik des 
betreffenden Katalysators. Ich hatte gefunden, daB der Zusatz 
von KCN selbst in relativ groBen Konzentrationen die Tatig- 
keit einer in den Geschlechtszellenextrakten von Amphibien 
enthaltenen Peroxydase nicht wesentlich zu hindern vermag.') 
Unabhangig und gleichzeitig hat nun Bach dasselbe Verhalten 
fir eine pflanzliche Oxydase festgestellt.”) Bach kommt zu 


') Bach und Chodat, Siehe das Sammelreferat derselben im Bio- 
chem. Zentralbl. 1, 417 u. 457, 1903, in welchem ihre Einzeluntersuchungen 
sowie die friiheren anderer Forscher angegeben sind. Beziiglich neuerer 
Literatur vgl. Wo. Ostwald, Biochem. Zeitschr. 6, 409, 1907. 

2) Engler und Wohler, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 29, 1ff., 1902. 

5) Kastle und Loevenhart. Amer. J. Chem. Soc. 26, 539ff., 1903. 

‘) Wo. Ostwald, Biochem. Zeitschr. 6, 409, 1907. 

®) Bach, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 3185, 1907. 
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dem SchluB, daB es sich bei der Wirkung von Cyan auf die 
Peroxyde nicht um eine eigentliche Giftwirkung, d. h. um 
eine Hemmung in relativ kleinen Konzentrationen handelt, ent- 
sprechend dem bekannten Einflusse desselben auf andere Fer- 
mente, sondern daB die ,,Peroxydase‘‘ mit dem Cyan eine 
Verbindung nach stoechiometrischen Verhaltnissen eingeht und 
dadurch ihre oxydative Wirksamkeit einbiiBt. Auch dieser 
Umstand spricht fiir die peroxydahnliche Natur des Ferments 
resp. zum wenigsten fiir den engen Zusammenhang eines echten 
oxydativen Ferments mit derartigen labilen bei Belichtung 
sich vermehrenden sauerstoffreichen Verbindungen. 

Eine zweite Gruppe interessanter Beziehungen zwischen 
den Lichtwirkungen auf Fermente und photochemischen, nicht- 
physiologischen, speziell auch oxydativen Reaktion bezieht sich 
auf den EinfluB der Wellenlange des Lichts. Wie schon oben 
erwahnt, fand Green, daf das Licht je nach seiner Wellen- 
linge die Diastase des Speichels sowohl vermehren (aktivieren) 
als auch vermindern (zerstdren) konnte. Diese entgegengesetzte 
Wirkung von Licht verschiedener Wellenlange ist nun beson- 
ders darum interessant, weil auch andere chemische Reaktionen, 
speziell auch Oxydationen, welche nicht im Organismus vor 
sich gehen, in derselben Weise beeinfluBt werden. So farbt 
sich Papier, das mit alkoholischer Guajaklésung getrinkt ist, 
im weiBen und violetten Licht unter Oxydation griin bis blau, 
im roten Licht unter Reduktion wieder gelb (Wollaston, 
Herschel, Becquerel).’) Ferner sind in diesem Zusammen- 
hang besonders wichtig die Untersuchungen von Trautz und 
Thomas,*) aus denen hervorgeht, daB eine ganze Anzahi ver- 
schiedenartiger Reaktionen (Oxydation von Pyrogallol, Benz- 
aldehyd, Zerfall von H,O,, Zersetzung von Kupferchloriir, Na,S 
usw.) durch Bestrahlung mit Licht verschiedener Wellenlinge 
insofern entgegengesetzt werden, als verschiedenfarbiges Licht 
die Reaktionen im Verhaltnis zur Dunkelreaktion sowohl be- 
schleunigen als auch hemmen kann. Wie weiter unten gezeigt 
werden wird, gilt Ahnliches auch fiir die Lichtwirkung auf 
peroxydasehaltige tierische Extrakte. 


1) Siehe z. B. Eder, Photochemie 3. Aufl. 1906, 371; auch Wilh. 
Ostwald, Lehrb. d. allgem. Chem. 2. Aufl. 2, 1, 1085. 
*) Trautz und Thomas, Physikal. Zeitschr. 7, 899, 1906. 
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§ 5. Es eriibrigt noch die bei der Untersuchung angewandten 
Methoden kurz zu schildern, wobei ich indessen betreffs aus- 
fiihrlicher Angaben auf meine zitierte Abhandlung tiber das Vor- 
kommen oxydativer Fermente in Geschlechtszellenextrakten, in 
welcher fast dieselben Versuchsanordnungen benutzt wurden, 
verweisen méochte. 

Zunachst méchte ich angeben, daB ich beiderlei Fermente, 
die guajakblauende Peroxydase, sowie die wasserstoffperoxyd- 
zersetzende Katalase, in den Extrakten fast aller von mir bis- 
her untersuchten heliotropischen Tiere gefunden habe, wenn- 
schon in stark wechselnden Mengen. Namentlich variierte die 
Menge der Peroxydase je nach der Spezies und je nach den 
Lebensbedingungen der untersuchten Tiere sehr betrachtlich. 
Ich habe mich schon friiher’) tiber die weite Verbreitung dieser 
oxydativen Fermente geauBert und will hier nur hervorheben, 
daB ich diese Fermente in bezug auf ihr Verhalten zum Licht 
usw. genauer untersucht habe an den Gewebe- usw.-Extrakten 
folgender Tiere: Larven von Tenebrio molitor, Imagines von 
Hydrophilus und Dytiscus, sowie eine Ameise (Camponotus), 
ausgewachsene Raupen von Cossus ligniperda und insbesondere 
junge, in Nestern iiberwinternde Raupchen von Porthesia 
chrysorrhoea. Weniger ausfiihrlich habe ich die Fermentextrakte 
von Agrion-, Culex- und Ephemeralarven, von Daphnien, Cope- 
poden, Gammariden usw. studiert. Von den ausfiihrlicher 
untersuchten Organismen sind die Larven von Tenebrio molitor 
ausgesprochen negativ phototropisch, Hydrophilus und Dytiscus 
im allgemeinen wechselnd indifferent bis positiv phototropisch. 
Bei Exemplaren von Dytiscus, welche bei niederer Temperatur 
iiberwintert hatten, konnte ich Anfang Januar bei einem Ver- 
such mit 9 Individuen feststellen, daB sie im Wasser bei 
Zimmertemperatur ausgesprochen negativ phototropisch, ab- 
getrocknet und in demselben, ausgeleerten und getrockneten 
GefaB unter gleichen Belichtungsbedingungen dagegen unzweifel- 
haft positiv phototropische Bewegungen ausfiihrten. Da die 
Bewegungen der Kafer auf trockner Unterlage auBerordentlich 
viel langsamer und unbehclfener ist, war diese positive Reaktion 
nicht so deutlich wie die negativ phototropische; immerhin 


1) Wo. Ostwald, l. c. 
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war kein Zweifel an ihrer Existenz vorhanden, insofern als 
nach einigen Minuten sich alle in die Mitte des GefaiBes ge- 
setzte Kafer mit Ausnahme von 1—2 Individuen entweder 
direkt an die dem Fenster zugewandten Seite der Schale oder 
doch in die vordere Hilfte derselben begeben hatten. Brachte 
man die abgetrockneten Kafer wieder in Wasser, so erfolgte 
wieder eine negativ phototropische Wanderung, obschon nicht 
in der ausgesprochenen Weise wie beim ersten Versuch. Bei 
mehrmaligem Wechsel der zwei Versuche wurden beide Orien- 
tierungen immer unbestimmter. Sollten weitere Untersuchungen 
dies Verhalten bestitigen (ich habe damals nur diesen einen, 
allerdings sehr iiberzeugenden Versuch ausfiihren kénnen), so 
wiirden dieselben eine Analogie zu dem Verhalten gewisser 
mariner Gammariden ergeben, welche nach Holmes’) im Wasser 
negativ, auf dem Lande dagegen positiv phototropisch sind. 
Ubrigens habe ich in einigen Fallen, wennschon trotz zahl- 
reicher und vielfacher Variation der Versuchsbedingungen nicht 
regelmaBig, indifferente oder nur schwach positive Hydrophilus 
und Dytiscus in abgetrocknetem Zustande durch kurzes Baden 
mit verdiinntem Alkohol ausgesprochen positiv phototropisch 
machen kénnen, entsprechend dem Loebschen Versuchen mit 
niederen Crustaceen und Volvox.*) Die Intensitaét dieses posi- 
tiven Phototropismus war in einigen Fallen so groB, wie ich 
sie je bei positiv phototropischen Tieren tberhaupt gesehen 
habe. Gleichzeitig fand eine allgemeine Steigerung der Beweg- 
lichkeit der Tiere auf trocknem Boden statt. Erwahnen méchte 
ich noch, daB die betreffenden Spezies zur Zeit ihrer Geschlechts- 
reife (im Sommer) ausgesprochen [positiv phototropisch sind, 
wie daraus hervorgeht, daB sie an geeigneten Stellen in Schwarmen 
die elektrischen Lampen umfliegen. Meine Versuche mit diesen 
Tieren wurden indessen im Winter und Friihling 1906 an- 
gestellt. — In ahnlicher Weise waren auch die ausgewachsenen 
Raupen von Cossus ligniperda indifferent bis schwach negativ 
phototropisch. 

Auf der anderen Seite ist seit den klassischen Unter- 
suchungen J. Loebs bekannt, daB die jungen tiberwinternden 


') Holmes, Amer. J. Physiol. 5, 211, 1901 
2) J. Loeb. Arch. f. d. ges. Physiol. 115, 564, 1906. 
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Raupchen von Porthesia chrysorrhoea einen ungemein starken 
positiven Phototropismus zeigen, wie ich dies auch bei allen 
aus der Umgebung von Leipzig stammenden Exemplaren in 
jedem Jahre, in welchem ich sie daraufhin untersuchte, be- 
statigen konnte. 

Fiir eine ausfiihrlichere Untersuchung der _ betreffenden 
Fermentextrakte wurden somit Vertreter von ausgesprochen 
negativ phototropischen Tieren (Larven von Tenebrio, in- 
different bis negativen (Raupen von Cossus')), indifferent bis 
positiven (Hydrophilus, Dytiscus) und ausgesprochen positiv 
phototropischen Organismen (Raupchen von Porthesia chrysor- 
rhoea) gewahlt. 

Die Herstellung der Extrakte geschah in der Regel derart, 
daB die zu untersuchenden Ko6rperfliissigkeiten, Gewebe usw. 
mit Chloroformwasser versetzt, wenn nétig, zerrieben und manch- 
mal sofort nach dem Filtrieren, manchmal nack spaterer Zeit 
auf ihre oxydativen Fermente untersucht wurden. Das Nahere 
iiber die Herstellungsart, Konzentration, Alter usw. der Extrakte 
wird bei den einzelnen Versuchen angegeben werden. 

Was die Methoden zur Bestimmung des Gehaltes oder der 
Wirksamkeit oxydasenhaltiger Extrakte anbetrifft, so sind sie, 
wie ich in meiner zitierten Arbeit des Naheren erorterte, leider 
ziemlich ungleichwertig. Wahrend die Geschwindigkeitskonstante 
der Wasserstoffsuperoxydzersetzung unter vergleichbaren Be- 
dingungen ein sehr genaues Ma fiir die Wirksamkeit oder Kon- 
zentration der Katalase abgibt, ist eine quantitative z. B. kolori- 
metrische Bestimmung der Guajakperoxydase wegen der Ver- 
schiedenartigkeit des Farbtons (gelbgriin bis blauviolett) je nach 


1) J. Loeb hat dagegen friiher gefunden, da8 sie positiv photo- 
tropische Reaktionen zeigten. Sehr wahrscheinlich andert sich der Sinn 
der phototropischen Reizbarkeit auch hier mit dem Alter der Tiere. 

2) Ich méchte noch hinzufiigen, daB cs mir mit keinem der von 
J. Loeb gefundenen Mittel (Saiure, Alkohol, Ester usw.) gelang, die stark 
negativ phototropischen ,,Mehlwiirmer’: positiv zu machen. Die Larven 
gehen meist bei sehr kleinen Spuren von Feuchtigkeit schnell zugrunde, 
was ein Baden mit den betreffenden Substanzen unméglich macht. Auch 
bei einer speziellen Versuchsanordnung, bei welcher die Larven nur 
mit Alkohol in Beriihrung kommen, fand zwar eine Zerstreuung der 
negativ phototropischen Ansammlung, nicht jedoch eine positiv photo- 
tropische Orientierung statt. 
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der Herkunft und Art des Extraktes nicht médglich. Nach ver- 
geblichen kolorimetrischen Messungsversuchen habe ich darum 
eine quantitative Bestimmung der Peroxydase aufgegeben und 
mich zunachst mit der Feststellung qualitativer Unterschiede 
begniigt. Wie indessen aus den im folgenden geschilderten Ver- 
suchen hervorgehen wird, sind bereits die qualitativen Befunde 
ziemlich mannigfaltig. Der Ubelstand, daB bei solchen quali- 
tativen Bestimmungen immer eine verhaltnismaBig groBe Anzahl 
von Vergleichsversuchen gemacht werden muB, ist andererseits 
insofern vorteilhaft, als er eine haufige und mannigfaltige Prii- 
fung der Grundtatsachen veranlaBt. Untersucht wurde speziell 
die Guajakperoxydase in fast rein wiasserigem Medium; einige 
Tropfen frischer, stets im Dunkeln gehaltener alkoho- 
lischer Guajaklésung wurden zu einigen ccm des zu untersuchen- 
den Extrakts unter geeignetem Schiitteln zugegeben, so daB 
eine weiBlich getriibte Suspension entstand.’) Diese Versuchs- 
anordnung bietet, wie ich friiher (l. c. 416 ff.) erértert habe, 
einige Vorteile gegeniiber dem meist verwandten Verfahren mit 
einem starker alkoholischen Medium, namentlich da die Kon- 
zentration des Alkohols, wie spezielle, hier noch nicht ver- 
dffentlichte Versuche lehrten, von betrachtlichem EinfluB auf 
die Guajakblauung ist. In der Regel wurde ohne H,O,-Zusatz 
gearbeitet. Auch hier konnte indessen in vielen Fallen die 
Starke oder Schnelligkeit der Blauung durch Zusatz von Wasser- 
stoffsuperoxyd erhéht werden. (Siehe die zitierte Arbeit.) 

Die Messung der Katalase geschah in normaler Weise durch 
Titration der Reaktionsgemische mit Schwefelséure und Kalium- 
permanganat. Weitere methodische Einzelheiten sind bei den 
Versuchen selbst angegeben. 

Endlich méchte ich noch bemerken, da8 die hier geschil- 
derten Versuche nur eine Auswahl von typischen Beispielen 
darstellen, derart, da8 ich fiir die meisten derselben Doppel usw.- 
Versuche nicht mitgeteilt habe. Ich habe iiber die hier unter- 
suchten Verhaltnisse im Laufe des Jahres 1907 ca. 600 Versuchs- 
reihen, die Reihe zuweilen zu 12 und mehr Einzelversuchen 
angestellt. 


1) Eine wertvolle, kritische Untersuchung iiber diese Guajakreaktion, 
insbesondere der Peroxydase der Milch erschien soeben von P, Waentig, 
Arb. a, d. Kais. Gesundheitsamte XXVI, 464, 1907. 
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il. Uber die Lichtempfindlichkeit tierischer Katalasen. 


§ 6. Die Katalase gehért unzweifelhaft zu den weit ver- 
breitetsten Fermenten im tierischen Organismus. Ich habe 
bisher noch keinen wisserigen Extrakt aus einem tierischen 
Gewebe usw. gefunden, welcher nicht zu gewissem Grade die 
Fahigkeit der Wasserstoffperoxydzersetzung gehabt hatte. Be- 
kanntlich vertraten die alteren Autoren die Meinung, daB diese 
Eigenschaft eine Eigentiimlichkeit aller Fermente sei; der Grund 
hierfiir liegt aber zweifellos in der ungeheuren Verbreitung 
dieses Enzyms. Denn durch systematisches eingehendes Studium 
wurde zuerst von Jakobsen’), in neuerer Zeit wieder von 
Senter*) nachgewiesen, da die wasserstoffperoxydspaltende 
Fihigkeit vieler Fermentlésungen unabhangig ist von der spezi- 
fischen Fermentwirkung, sowie, daB die Katalase durch frak- 
tionierte Alkoholfallung und durch Erhitzen auf bestimmte 
Temperaturen von dem zweiten gleichzeitig in der Lésung vor- 
handenen Ferment zu trennen ist und vice versa. Auch die 
nihere reaktionskinetische Untersuchung der Blutkatalase von 
Senter und der Hefekatalase von Issajew*), sowie die 
anschlieBenden Versuche iiber die Giftwirkungen gewisser Stoffe 
fiihrte zur spezifischen Charakterisierung dieses Ferments, und 
schlieBlich sei schon hier hervorgehoben, da8 der EinfluB der 
Belichtung auf Extrakte, welche gleichzeitig Guajakperoxydase 
und Katalase enthalten, fiir diese zwei Fermente ein gerade 
entgegengesetzter ist, ein Umstand, der auch fiir die Spezifitit 
der Katalase spricht. 

Ein wichtiger Punkt von weittragender biologischer Be- 
deutung ist fernerhin der Umstand, daB die Katalase nicht 
nur Wasserstoffsuperoxyd, sondern anscheinend auch andere 
Stoffe mit locker gebundenem Sauerstoff zu zersetzen vermag. Dies 
geht aus der vor kurzem erschienenen Arbeit von W. Ewald*) 
iiber den Einflu8 der Katalase bei der Reduktion des Oxy- 
himoglobins hervor. Eine nihere, sich auf andere organische 
Peroxyde erstreckende Untersuchung dieser Beziehung ware 


1) Jakobsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 340 ff., 1895. 

2) Senter, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 257ff., 1903. 

3) Issajew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 102ff., 1904; 44, 
546 ff., 1905. 


4) W. Ewald, |. c. 
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von groBer Wichtigkeit u. a. fiir die fermentative Theorie der 
physiologischen Verbrennung. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche iiber die Eigen- 
schaften der Katalase wurden direkt mit chloroformwasserigen 
Gewebeextrakten, d. h. mit Lésungen, welche neben der Katalase 
noch andere Fermente enthielten, angestellt. Es kann be- 
fremden, daB die Untersuchung nicht mit reineren und konzen- 
trierteren Katalaselésungen, wie sie nach den Verfahren von 
Bergengriin, Jacobson, Senter, Issajew usw. hergestellt 
werden kénnen, unternommen wurden. Zunachst zeigt folgender 
Versuch, da8 auch aus tierischen Korperiliissigkeiten die Kata- 
lase durch fraktionierte Alkoholfallung wenigstens bis zu 


einem bestimmten Grade gereinigt werden kann. 

Versuch 1. Die in ca. 2 ccm Chloroformwasser aufgefangene Hamo- 
lymphe zweier Hydrophilus (zusammen annahernd 3 ccm) wurde mit 
Chloroformwasser auf das Doppelte des Volumens gebracht; sodann 
wurde 96°/,iger Alkohol zugegeben, bis eine leichte Triibung der 
Lésung eintrat (ca. 7 ccm). Der Niederschlag, welcher sich nur sehr 
langsam absetzte, wurde abzentrifugiert sowie einmal mit ca. 12 ecm 
50°/,igem Alkohol gewaschen, dann filtriert und iiber Chlorcalcium bei 
Zimmertemperatur getrocknet. Sodann wurde der durch Tyrosinase und 
ein natiirliches Chromogen in der Hamolymphe schwirzlich gefirbte 
Niederschlag mit Chloroformwasser einige Stunden stehen gelassen. 

Das Filtrat (ca. 25 ccm, alkoholische Lésung von ca. 50°/9), welches 
schwachgelblichgriin war, gab trotz seiner groBen Verdiinnung mit 
Guajactinktur und H,O, eine sehr kraftige Gu.-Reaktion, die bemerkens- 
werterweise sogar stairker war als die Reaktion der urspriinglichen (mit 
ca. 5Volumen Wasser verdiinnten) Himolymphe. (Ober den beschleunigenden 
oder verstarkenden Einflu8 von Alkohol auf die Peroxydasenreaktion 
siehe in einer spiteren Abhandlung). Bei Zusatz von H,O, zeigte das 
Filtrat noch Katalasenwirkung, wenn schon in deutlich geringerem MaBe 
als die urspriingliche Lésung. 

Der aus der Digeration des (wasserunléslichen) Niederschlages mit 
Chloroformwasser gewonnene Extrakt zeigte sehr betrachtliche Katalasen- 
wirkung, welche, wenn schon wegen des Alkoholgehalts ein direkter 
zahlenmaBiger Vergleich zwischen Filtrat und Niederschlag in bezug auf 
Fermentgehalt nicht méglich ist, der Wirkung des Filtrates nicht nach- 
zustehen schien. (Ober die Wirkung des Alkohols auf die fermentative 
H,O,-Zersetzung wird in einer spiteren Abhandlung Naheres mitgeteilt 
werden.) Dieser Extrakt besaB nicht mehr die Fahigkeit, suspendiertes 
Guajacharz in Gegenwart von H,O, zu fiarben; auch nach lingerem 
Stehen setzte sich nur ein sehr schwach gelblichgriin angefairbter Nieder- 
schlag ab, der in keinem Fall tiefer gefarbt war als ein in entsprechenden 
Verhaltnissen hergestellter Guajacniederschlag in reiner H,O,-Lésung. 
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Wascht man den durch Alkoholfaillung erhaltenen katalasehaltigen 
Niederschlag nicht mit einem gréBeren Volum 50°/,igen Alkohol aus, so 
zeigt der wisserige Extrakt noch eine schwache Guajacfirbung; diese 
nimmt deutlich mit dem Waschen ab. 

Uber ein Mittel, umgekehrt Extrakte herzustellen, welche sehr 
katalasenarm, andererseits aber peroxydasenreich sind, wird weiter unten 
berichtet werden. 

Der Grund dafiir, daB ich nicht derartig reinere Kata- 
lasenlésungen, sondern die viel komplizierter zusammengesetzten 
Extrakte untersuchte, war folgender: Die in vorliegender Ab- 
handlung beschriebenen Versuche wurden weit weniger zwecks 
Studiums der genauen kinetischen Eigenschaften der Fermente 
als vielmehr mit der Absicht angestellt, nach einer Parallele 
zwischen dem Verhaiten der genannten Fermente gegen Be- 
lichtung und den phototropischen Erscheinungen der Tiere zu 
suchen. Es ist von vornherein wahrscheinlich, daB derartige 
eventuell bestehende Beziehungen deutlicher zum Vorschein 
treten, wenn die zur Untersuchung gelangenden Ko6rpersiafte 
und -extrakte so wenig als méglich durch Isolierungs-, 
Reinigungs- usw. Methoden verindert werden. Jedenfalls er- 
lauben Versuche mit frischen, unter méglichster chemischer 
und physikalischer Schonung hergestellten Extrakten mit 
gréBerer Annaherung Schliisse auf ein entsprechendes Verhalten 
der Stoffe im Tierkérper zu ziehen, als Versuche mit gereinigten, 
aber sicherlich oft dabei starker veranderten Fermentlésungen. 
Es ist ferner anzunehmen, da die verschiedenen Fermente, 
zumal die hier in Betracht kommenden sich im Tierkorper in 
bezug auf ihre Tatigkeit gegenseitig beeinflussen; nimmt man 
dies an, so mu eine derartige Beziehung auch, vielleicht erst 
recht bei intensiverer Einwirkung auBerer Faktoren, z. B. hier 
der Belichtung, vorhanden sein. Diese Beziehung tritt bei der 
Untersuchung der isolierten Fermente nicht hervor. Zweifellos 
ist fiir eine naihere Analyse der Wirkungsweise der einzelnen 
Fermente die Verwendung reiner Fermentlésungen vorzuziehen. 
Bei den vorliegenden biologischen Versuchen, welche zunichst 
einmal die Frage zu entscheiden hatten, ob in den Korper- 
fliissigkeiten iiberhaupt photochemische Prozesse, welche zu 
einer naheren Analyse der phototropischen Reaktion geeignet 
sind, nachgewiesen werden kénnen, bietet aber die Unter- 
suchung derartig komplexer Systeme (Extrakte) den Vorteil, 
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daB gleich eine ganze Summe von Variabeln in bezug auf 
ihr Verhaltnis zur Belichtung betrachtet wird. Wenn schon 
solche Systeme gewohnlich auch als ,,tot‘‘ bezeichnet werden, 
so verwirklichen sie doch, eingedenk der Pfefferschen Warnung, 
groBere Anniherungen an die wirklichen biologischen Ver- 
haltnisse als ihre isolierten Bestandteile, und man kann mit 
groBerer Berechtigung hoffen, analoge Beziehungen aufzufinden. 

SchlieBlich méchte ich darauf hinweisen, daB die bio- 
logischen Verhiltnissc selbst insofern dem Wunsche nach 
Lésungen isolierter Fermente entgegenkommen, als z. B. die 
frischen Extrakte der jungen iiberwinternden Raupchen von 
Porthesia chrysorrhoea ganz ungemein reich an Katalase sind, 
wahrend eine Guajacreaktion erst nach langerem Stehen der 
Extrakte an der Luft und im Licht zu erzielen ist. Ebenso 
sind die Extrakte von getrockneten Ameisen, welche wahrend 
des Hochzeitsfluges gefangen wurden und stark positiv helio- 
tropisch waren, ziemlich reich an Katalase, weisen aber mit 
H,O, und Guajac auch nach langerem Stehen keine deutliche 
Griin- oder Blaufairbung auf. Umgekehrt sind z. B. die Extrakte 
aus dem Darminhalt hungernder Mehlwiirmer auBerordentlich 
peroxydasehaltig, wie bereits Biedermann fand’), wahrend 
sie auf der andern Seite zwar immer noch Wasserstoffperoxyd 
zersetzen, jedoch in Anbetracht ihrer Empfindlichkeit gegen 
die Guajacprobe nur in sehr geringem Mae resp. bei relativ 
hoher Konzentration’). 

Fiir die in diesem Abschnitt beschriebenen Versuche 
wurden dementsprechend hauptsiachlich Extrakte von _ iiber- 
winternden Porthesia-Raupchen, die ich durch Zerreiben der 
Raupchen mit Chloroformwasser, Digerieren bei Zimmertemperatur 
(in der Regel) und Filtrieren herstellte, benutzt Da diese 
Versuche Anfang 1906 begonnen wurden, mufte ich die 
Raéupchen aus den Nestern herausnehmen resp. sie in bekannter 


1) Biedermann: Arch. f. d. ges. Physiol. 72, 105, 1898. 

*) Uber den bemerkenswerten Umstand, daB die stark positiv photo 
tropischen Raupchen von Porthesia gerade so besonders katalasenreich 
und peroxydasenarm, die intensiv negativ phototropischen hungernden 
Mehlwiirmer dagegen relativ katalasenarme, dafiir aber stark peroxydasen - 
reiche Extrakte liefern, siehe weiter unten. (Kap. IV.) 
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Weise durch gelindes Erwirmen und Besonnen’) herauslocken. 
Als im Frihling die Riaupchen selbstandig die Nester ver- 
lieBen, trotzdem ich sie in einem dunkeln und kiihlen Keller 
aufbewahrte, oder aber starben, sah ich mich genétigt, nach 
einer Methode zu suchen, welche eine, wenn auch nur teilweise 
Konservierung der Katalase gestattete. Es ergab sich nun, 
da8 durch méglichst schnelles Trocknen der Raupchen (iiber 
Chlorcalcium) sowie durch Aufbewahrung in_lichtundurch- 
lassigen oder gelben GefaiSen an médglichst kiihlen Orten, ein 
betrachtlicher Teil der Katalase konserviert wurde, so dali ich 
eine groBe Anzahl z. B. reaktionskinetischer Versuche sowie 
Nachpriifungen mit diesem, was Dosierung der Extrakte an- 
betrifft, sehr bequemen Material anstellen konnte. Selbst nach 
einem Alter von fast neun Monaten erwies sich dies Material, 
welches keineswegs in bezug auf Licht- und Temperaturwirkung 
iibermaBig geschiitzt worden war, als vollkommen brauchbar. 

§ 7. Es ware vielleicht zweckmaBig, der Darstellung der 
Versuche iiber den Einflu8 des Lichtes auf die Katalase die 
Untersuchungen voranzuschicken, welche ich iiber die nahere 
chemische Kinetik der Katalasenwirkung angestellt habe. Da 
indessen diese Messungen ziemlich ausgedehnt sind, anderer- 
seits aber ihr Hauptinteresse in den Beziehungen zu den ent- 
sprechenden kinetischen Studien von Senter iiber Blutkatalase 
und von Issajew iiber Hefekatalase besteht, so seien sie erst 
spater mitgeteilt, hier vielmehr nur vorausgenommen, daf der 
Verlauf der H,O,-Zersetzung durch siamtliche untersuchte 
tierische Extrakte bei nicht zu groBer H,O,-Konzentration und 
bei niederer Temperatur in erster Annaherung sehr gut durch 
die monomolekulare Geschwindigkeitsformel dargestellt wird. 
Dasselbe ist bekanntlich von Senter und Issajew gefunden 
worden, so daG es sich mit gewisser Wahrscheinlichkeit also um 
ein und dasselbe Ferment handelt. 

Zur Versuchstechnik sei noch bemerkt, daS vorwiegend 
nur mit natiirlichem Licht (diffuses, durch Schirme und Filter 
gehendes sowie direktes Sonnenlicht) gearbeitet wurde. Der 


1) Durch Erwirmen allein (z B. im dunkeln Thermostaten) 
kriechen die Raupchen in der Regel selbst bei Verwendung hoherer 
Temperaturen langsamer aus als bei gleichzeitiger Besonnung, ein Um- 
stand, der eine eingehendere Untersuchung verdiente. 
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mangelnden Intensitétskonstanz des natiirlichen Lichtes ent- 
sprechen auf der andern Seite die Vorteile der gréBeren Intensitat, 
der reicheren Zusammensetzung anStrahlen verschiedener Wellen- 
lange sowie ganz besonders der Umstand, da8 durch diese Ver- 
suchsanordnung den natiirlichen biologischen Verhaltnissen in 
groCerer Annaherung Rechnung getragen werden konnte. 
Dieser letztere Punkt, der u. a. seine Bedeutung darum hatte, 
weil in der Regel die Tiere auf ihr natiirliches phototropisches 
Verhalten untersucht wurden, bevor sie oder ihre Organe zu 
Fermentextrakten verarbeitet wurden, ist mir wahrend dieser 
ganzen Untersuchung besonderer Beriicksichtigung wert er- 
schienen. 

Um bei wechselnden Belichtungsbedingungen die Tempe- 
ratur méglichst konstant zu halten, wurden fast stets tunlichst 
groBe Wasserbader benutzt, stets dann, wenn es sich um 
langere Versuche handelte. Eigentliche Thermostaten von 
groBerer Konstanz und Handlichkeit standen mir nicht zur 
Verfiigung; indessen habe ich nie eine Temperaturvariation, 
die gréBer als 1° war, abgelesen. Bei Versuchen mit direktem 
Sonnenlicht befanden sich die Wasserbader oft eine langere 
Zeit vorher im Sonnenlicht, um die gré8te Temperaturdiffe- 
renz und entsprechend den schnellsten Temperaturanstieg 
méglichst zu vermeiden. Hinzu kommt noch, da®8 der Tem- 
peraturkoeffizient der Katalasenwirkung ein fiir chemische Re- 
aktionen ungew6éhnlich kleiner ist; er betrigt nach Senter’) 
1.4 bis 1.5 pro 10°. Endlich aber ergibt sich in einigen 
Fallen, daB die Wirkung einer eventuellen Temperaturerhéhung 
z. B. in einem von direktem Sonnenlicht getroffenen GefaBe 
gerade den entgegengesetzten EinfluB hat wie die Licht- 
wirkung. Dies gilt z. B. fiir die Katalase, welche, wie gleich 
gezeigt werden wird, durch Belichtung zerstért, durch Tempe- 
raturerhéhung in den hier in Betracht kommenden Grenzen 
aber in ihrer Wirkung verstarkt wird. 

Um den Einflu8 von Licht verschiedener Wellenlinge zu 
untersuchen, wurden Lichtfilter von gleicher Schichtdicke aus 
Lésungen von Kaliumbichromat und Methylviolett B verwandt. 
Es sind dies dieselben Filter, mit welchen Trautz und 


1) Senter, Lc. 291. 
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Thomas (loc. cit.) ihre oben angedeuteten interessanten Resul- 
tate erhalten haben. Natiirlich sind bei Verwendung von 
GlasgefaBen und Wasserbidern die wichtigen ultravioletten 
Strahlen so gut wie vollstandig ausgeschlossen. Eine Versuchs- 
anordnung mit flachen offenen Schalen unter freiem Himmel 
schien nur wegen der kaum zu vermeidenden Verdunstung 
und Verunreinigung durch Staub und RuB nicht einwandsfrei. 
Die ,,Dunkel‘‘-GefiBe waren mehrmals dicht mit Staniol um- 
wickelt und befanden sich stets im selben Wasserbad usw. 
Quarzgefaf8e und Quecksilberlicht standen mir nicht zur Ver- 
fiigung. 

§ 8. Meine Versuche iiber den Einflu8 des Lichtes auf die 
Katalase kénnen in folgende Gruppen geordnet werden: 

a) Ein und dieselbe Fermentlésung wurde in verschiedene 
Portionen geteilt, diese unter verschiedenen Umstianden be- 
lichtet, und der EinfluB der Belichtung dadurch untersucht, 
da8 Reaktionsgemische von gleicher H,O,- und Extraktkon- 
zentration mit den verschieden belichteten Extrakten her- 
gestellt und die Geschwindigkeit der Zersetzung gemessen 
wurde. 

b) Es wurde der Ejinflu8 der Belichtung auf die H,0,- 
Zersetzung selbst untersucht, indem zwei Gemische, welche 
gleiche Mengen von H,O, und ein und derselben Ferment- 
lésung enthielten, verschiedenen Beleuchtungsbedingungen aus- 
gesetzt wurden. 

c) Es wurden lebende Tiere wechselnden Belichtungsver- 
haltnissen ausgesetzt, dann in gleichmaBiger Weise abgetotet, 
Extrakte, welche ein gleiches Gewicht Tiere auf gleiche Volu- 
mina Chloroformwasser enthielten, in méglichst gleichartiger 
Weise hergestellt und diese Extrakte gema® der Versuchsan- 
ordnung A untersucht. 


A. I. Versuche mit Extrakten aus unmittelbar vor 
der Herstellung getéteten Tieren. 


§ 9. Versuch 2 (Va). 20 im Dunkeln und Kiihlen gehaltene 
lebende Raupchen von Porthesia chrysorrhoea wurden mit 20 ccm 
Chloroformwasser verrieben, die Filiissigkeit abfiltriert. Ein Teil dieses 
Extraktes wurde in ein Kélbchen gegeben, das dicht mit Stanniol um- 
wickelt war, ein anderer Teil wurde in ein gleiches unbewickeltes Kélb- 
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chen gebracht; beide GefiBe wurden unter gleichen Bedingungen im 
Wasserbad in die ziemlich kraftige Sonne (April) gestellt. Temp. ca. 22°. 
Nach einer Stunde Bestrahlung wurde in zwei Reagensrodhren mit 
29, . ae ; 
je 10 ccm ca. a je lecm der Extrakte hineingegeben und beide 
v 
Roéhrchen bei Zimmertemperatur (ca. 17°) in diffusem Lichte stehen ge- 
lassen. Nach zwei Stunden wurde die Reaktion durch ZugieBen von 
konzentrierter Schwefelsiure in beiden GefaBen zum Stillstand gebracht 


<M 
= ~ titriert. Es ergab 





und ‘die noch vorhandene H,O,-Menge mit 
sich 

Anfangstiter: 10 com H,O, = 28.0. 
Hell: nach 2Std..... 27.2 Dunkel: nach 2Std. .. 16.0 
Zersetzte H,O,-Menge:0.8==2.7°/, Zers. H,O,-Menge : 12.0 = 46.4°/, 

Berechnet man gema8 der monomolekularen Geschwindig- 
keitsformel die Konstanten der Zersetzung, so erhalt man fiir 
Hell’ den Wert .00010, fiir ,,Dunkel‘ den Wert . 00203. 
Es ergibt sich also, da durch die einstiindige, allerdings 
kraftige Bestrahlung durch direktes Sonnenlicht, der Katalasen- 
gehalt der Lésung auf weniger als ein Zwanzigstel des ur- 
spriinglichen Gehaltes gesunken war. 

Versuch 3 (N 23). Ungefihr drei Tropfen Haimolymphe eines 
mit Chloroform getéteten weiblichen Dytiscus marginalis wurden mit 
ca. 20 com Chloroformwasser verdiinnt, je 2 ccm des filtrierten, schwach 
gelblichgriinen Extraktes, der qualitativ mit H,O, eine ungemein leb- 
hafte Sauerstoffentwicklung gab, wurden in ein verdunkeltes und in ein 
helles Reagensrohr gebracht. Beide Réhrchen im Wasserbad in die 
schwache Sonne (November). Temp. 13—14°. Nach einer Stunde 
Bestrahlung zu jedem Réhrchen 10 cem verdiinnte H,O,-Lésung. Nach 


sehr energischer halbstiindiger Reaktion 
KMn0,, 


500 
Hell: nach 3” ......41.8 Dunkel: nach 3.....1.2 
Zersetzung H,O, : 32.4—94.7°/, Zersetzung H,O, : 33.0=—86.8°), 


Anfangstiter: 10 com H,O, = 34.2 ccm 


Die Geschwindigkeitskonstanten ergeben sich zu . 00929 
fiir ,,Hell‘‘ und .01520 fiir ,. Dunkel“. Der Unterschied ist in 
diesem Falle zwar kleiner als im vorigen Versuche, jedoch 
zweifellos gréBer als etwaige Versuchsfehler betragen konnen. 
Der Grund dafiir ist, wie aus den folgenden Versuchen her- 


1) Alle Titrationen in der vorliegenden Arbeit wurden mit 
KMn0O, 
500 
ausgefiihrt. 


, von dem ein groBer Vorrat auf einmal hergestellt worden war, 
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vorgeht, erstens darin zu suchen, daB die Bestrahlung ziemlich 
schwach, die Temperatur fast 10° niedriger als bei vorigem 
Versuch, sowie die Extrakte auBerordentlich katalasenreich sind. 
Ferner treten aus reaktionskinetischen Griinden bei einer fast 
vollstandigen Zersetzung wie in diesem Versuch in beiden 
GefaBen die vorhandenen Geschwindigkeits- resp. Fermentkon- 
zentrationsunterschiede naturgemi{ nur sehr wenig hervor. — 
Dieser Versuch wurde mitgeteilt, um zu zeigen, unter wel- 
chen Versuchsbedingungen die im allgemeinen sehr deutliche 
Lichtwirkung scheinbar in nur sehr geringem Mae zur Gel- 
tung kommt. 

Versuch 4 (Nr. 34). Ein verdiinnter Dytiscus- Himolymphe-Extrakt, 
welcher ca. 30 Stunden im Dunkeln resp. in schwachem, diffusem Lichte 
gestanden hatte, wurde in zwei Portionen geteilt, von denen eine ver- 
dunkelt, die andere frei der Sonne (ziemlich schwach, November) aus- 
gesetzt wurden. ‘Temperatur (des Wasserbades) ca. 14°. Nach vier 
Stunden Bestrahlung wurden je 2 ccm Extrakt mit 10 ccm H,O, ge- 
mengt und je 5 ccm titriert. 


Anfangstiter : 14.5 (berechnet). 


1. Hell: nach 20’ .-. . . 10.2 Dunkel: nach 20’ a 
Zersetzung H,O, : 4.3—29.6°/, Zersetzung H,O, : 6.4=-44.1°/, 
3. Hell: mach 3B’ ..... 8.1 Dunkel ' orem ws ss BI 


Zersetzung H,O,: 6.4=-44.1°/, Zersetzung H,O,: 8.4=57.9°/, 

Der Unterschied zwischen den in beiden Lésungen wirkenden Fer- 
mentkonzentrationen betragt nach 20’ (in Prozenten ausgedriickt) 14.5, 
nach 35’ 13.8. Dieses Abnehmen des Unterschiedes waihrend der zweiten 
Halfte der Reaktion demonstriert die Richtigkeit des bei der Besprechung 
des vorigen Versuches Gesagten: 

Berechnet man die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen, 
unter der Annahme, dal die Reaktion nach dem monomolekularen 
Schema verliauft, so erhalt man 





Tabelle 1. 
Hell Dunkel 
t 433K | ¢ 4343 K 
20 0126 20 0076 
35’ .0108 35’ 0072 
Mittel: . 0117 Mittel: . 0074 


Benutzt wurde zur Berechnung die Integration . 4343 K - 
= . log = , worin t die Zeit, C, das Anfangstiter und Ct den zurzeit 
t 


vorhandenen Titer darstellt. 
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Die Konstanten nehmen mit der Reaktionszeit etwas ab; iiber die 
Griinde hierfiir siehe den II. Teil dieser Untersuchungen (Kap. reaktions- 
kinetische Eigenschaften tierischer Katalasen ). 

Es ergibt sich beim Vergleich der Geschwindigkeitskonstan- 
ten, da8 durch eine vierstiindige Bestrahlung unter den geschil- 
derten Bedingungen die Katalase um ca. 37°/, gestért wird. 

Versuch 5 (N. 25). Ein Dytiscus, dessen Leibeshéhle gedéfinet 
und dessen Hamolymphe durch vorsichtiges Auf- und Niederdriicken 
des geéfineten K6rpers in Chloroformwasser ausgespiilt worden war, 
wurde ca. 20 Stunden im Halbdunkeln in ungefihr 20 ccm Chloroform- 
wasser belassen, die Fliissigkeit sodann abfiltriert. Sorge war dafiir ge- 
tragen worden, daB einerseits nicht der Darm usw. zerrissen wurde, so- 
wie andererseits, daB durch Verdunsten des Chloroforms sich nicht 
Bakterien entwickelten. Von diesem Extrakt wurden einige Kubikzenti- 
meter in ein helles und in ein verdunkeltes Réhrchen gegeben, beide 
Réhrchen in ein GefiB mit Wasser gegeben und auf dem Experimentier- 
tisch stehen gelassen. Nach ca. 24 weiteren Stunden, wahrend welchen 
die Réhrchen 4 Stunden direktem, allerdings schwachem Sonnenlicht 
(November) und ca. 6 Stunden diffusem Lichte ausgesetzt waren, wurde 
leem Extrakt mit 10 ccm H,O, gemischt. Temperatur 15.0 bis 15. 5°. 


Tabelle 2. 











Hell Dunkel 
ote Titer(5ccem) .4343Kyq |Titer (Seem) . 4343 Kp | Kp: Kua 
0 15.6 —_— 15.6 — — 
20 13.7 . 0028 8.4 . 0134 4.8 
40 12.3 . 0026 5.4 .O115 4.4 
Mittel: . 0027 Mittel: . 01295 4.6 


Es zeigt sich also, dai durch einfaches Stehenlassen auf 
dem Experimentiertisch, welcher in 24 Stunden ca. 4 Stunden 
von der Sonne beschienen war, der Katalasengehalt des Ex- 
traktes bis fast auf ein Fiinftel seiner urspriinglichen Kon- 
zentration vernichtet wird. Dieser Versuch ist vielleicht darum 
interessant, weil in Aquarien usw. gehaltene lebende Versuchs- 
tiere sich oft unter entsprechenden Belichtungsbedingungen be- 
finden. Wiirde die Zerstérung der Katalase im lebenden Kér- 
per in entsprechender Weise vor sich gehen (siehe hieriiber 
spitere Versuche), so wiirden in der Tat durch Belichtung 
kraftige chemische und physikalisch-chemische Anderungen im 
Tierkérper verursacht werden. 
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Versuch 6 (N. 28). Ein sehr katalasenreicher, frischer Dytiscus- 
Hamolymphe-Extrakt wurde in ein verdunkeltes und in ein helles Kélb- 
chen verteilt, einige Tropfen Chloroform zugegeben, beide Kélbchen zu- 
gekorkt und im Wasserbad dem Licht eines Auerbrenners ausgesetzt. 

I. Nach 5 Std. wurden je 2ccm Extrakt mit 10 ccm H,O, ge- 
mischt und nach 5 Min. titriert. 

Anfangstiter: 34.2. 
Hell: nach 5 Min... . . 19.4 Dunkel: nach 5Min.. . 16.8 
Zersetzung H,O,:14.8=-43.3°/, Zersetzung H,O,:17.4=-50.9°), 
Geschwindigkeitskonstante .04925 Geschwindigkeitskonstante . 06174 
II. Nach weiteren 7 Std. kiinstlicher Beleuchtung (im ganzen 12 Std.) 
und weiteren 8 Std. sehr schwacher diffuser natiirlicher Beleuchtung 
(November) wurden weiterhin je 1 ccm Extrakt mit 10 ccm H,O, ge- 
mischt sowie nach 15 Min. titriert. 
Anfangstiter: 34.2. 
Hell: nach 15 Min. . . . 19.8 Dunkel: nach 15 Min.. . 18.0 
Zersetzung H,O,:14.4=—42.1°/, Zersetzung H,O,:16.0— 46.8 °/, 
Geschwindigkeitskonstante .01716 Geschwindigkeitskonstante . 0185S 

Die Zerstérung der Katalase findet also, wie zu erwarten 
war, auch bei kiinstlicher Beleuchtung statt, wenn schon die 
gefundenen Wirkungen betrachtlich kleiner als bei natirlichem 
Lichte sind. 

Versuch 7 (N. 35). Eine Katalasenlésung wurde, abnlich wie in 
Versuch 5, durch Extrahieren eines gedfineten Dytiscuskérpers mit Chloro- 
formwasser hergestellt, filtriert, in zwei Portionen geteilt und in ver- 
dunkeltem und hellem Kélbchen zweimal 24 Std. im Wasserbad (ver- 
schlossen) stehengelassen. Wéahrend dieser Zeit waren die Kélbchen 
zweimal ungefahr 4 Std. direkter, aber schwacher Sonne (November) 
ausgesetzt gewesen. Es wurden je 100 com H,O, mit 10 ccm Extrakt 
vermischt und immer 10 cem titriert. Temperatur 13.5 bis 14°. 











Tabelle 3. 
Hell Dunkel 
tte eit in | . 
—™ Titer |» 4343 Ku — | Titer .4343 Kp! Kp:Ka 
0 30.8 (ber.) _— 0 30. 8( ber.) _ _ 
10 29.5 (. 00187) | 10 28.1 ( . 00398) (2.1) 
20 28.7 153 | 20 26.1 360 2.4 
40 26.8 151 | 40 22.3 351 2.3 
60 25.1 148 | 60 19.1 346 s.3 
80 23.6 146 | 80 16.2 349 2.4 
110 21.8 136 {110 13.2 334 2.4 
140 19.9 135 {140 10.4 336 2.4 
171/,Std. 4.6 _ 171), Std.| 0. — — 
Mittel: .00145 Mittel: .00346 2.38 
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Die ganz aus der Reihe fallenden, eingeklammerten ersten Kon- 
stanten riihren zweifellos davon her, da8 die Fermentlésungen beim 
Mischen mit dem H,O, versehentlich nicht vorgekiihlt worden waren, 
sondern eine ca. 4 bis 5° hdéhere Temperatur besaBen als das Wasser- 
bad, in dem die GefiBe mit H,O, sich befanden. Sonst ist die Uber- 
einstimmung der Konstanten untereinander recht befriedigend, wenn 
schon ein schwacher Gang zu kleineren Werten unverkennbar ist. Uber 
die Ursache dieses Ganges siehe einen spaiteren Abschnitt dieser Unter- 
suchung. 

Es ergibt sich, daS unter den beschriebenen Versuchs- 
bedingungen die Konzentration der Fermentlésung im Hellen 
bis unter die Halfte der im Dunkeln gehaltenen sinkt. Auch 
ist dieser Unterschied, wie sich aus der Spalte Kp: Ky obiger 
Tabelle ergibt, wahrend der Dauer fast der ganzen Reaktion 
konstant. Nur in den allerletzten Reaktionsstadien, in welchen 
bei dem Reaktionsgemisch mit verdunkeltem Extrakt die Zer- 
setzung praktisch zu Ende ist, wird das Verhaltnis ein anderes, 
insofern, als sich hier die Geschwindigkeitskonstanten assym- 
ptotisch einander sowie einem Nullwerte nihern. 

Versuch 8 (IV. 30. A). Ein ,.Normalextrakt“!) von lebenden, kihl 
und dunkel gehaltenen Porthesiaraéupchen wurde teils verdunkelt, teils 
in diffusem Tageslicht (auf dem Experimentiertisch) aufgestellt, jedoch 
so, daB die GeféBe nicht von direkter Sonne getroffen wurden (Marz). 
Nach 3 Tagen wurden je 5 ccm Extrakt mit je 50 com H,O, gemischt 
und je 10 ccm titriert. Temperatur ca. 16.5 bis 17.0°. 








Tabelle 4. 
Hell Dunkel 
Zeit in| Titer |, 4343 Kn —e | Titer |. 4343 Kp| Kp: Ku 
0 |26.2(ber.)| — 0 |26.2(ber.)) — om 
45 24.7 00056 30 92.4 | .00227] 4.1 
75 24.2 46 60 20.5 178 4.1 
100 23.9 4o| 100 18.1 | el] 4.0 





Auch in diffusem Lichte findet also eine betrachtliche Zer- 
stérung des Ferments (auf ca. */, seiner urspriinglichen Wirk- 
samkeit) statt. Gleichzeitig bemerkt man, daB die Konstanten 
waihrend der Reaktion betrichtlich in beiden Versuchen ab- 


1) Mit diesem Namen sollen Extrakte bezeichnet werden, welche 
pro 1 ccm Chloroformwasser 1 Riupchen enthielten. 
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fallen, und zwar bei beiden um ca. 29°/,. (Ober die Ursache 
hierfiir siehe das bei der Diskussion des nachsten Versuchs Ge- 
sagte). Obgleich sich das Verhiltnis der abnehmenden Werte 
Kp: Kg konstant erhilt, ist es unter Umstinden von Wert, 
die ,,eigentlichen‘‘ Geschwindigkeitskonstanten, d. h. damit die 
Konzentration des Ferments zu Anfang der Reaktion kennen 
zu lernen. Hierzu laBt sich vortrefflich eine graphische Me- 
thode verwenden, welche ich bereits in meiner zitierten Arbeit 
iiber das Vorkommen von Oxydasen in Geschlechtszellen- 
extrakten beschrieben und angewendet habe. Diese beruht 
kurz darauf, daB man die Konstantenwerte auf der einen, die 
Reaktionszeiten auf der andern Ordinate eines rechtwinkligen 
Koordinatensystems abtragt, die gewonnenen Punkte durch 
eine Kurve verbindet und die letztere bis zum Schnittpunkt 
mit der Konstantenachse verlingert, mit anderen Worten gra- 
phisch auf die Zeit 0 extrapoliert. Diese 0-Werte ergeben sich 
fiir diesen Versuch zu Ky == .00083 und Kp == 00335; ihr 
Verhaltnis .s ist wiederum 4. 1. 

Versuch 9 (IV. 43). Aus lebenden, im Dunkeln und Kiihlen ge- 
haltenen Porthesiariupchen wurde ein ,,Normalextrakt’* (1 Raupchen 
pro 1 ccm Chloroformwasser) gemacht und in zwei Portionen geteilt, von 
denen eine in einem hellen Kélbchen, die andere in einem mehrere Male 
mit Stanniolpapier umwickelten gleichen Kélbchen, beide mit einigen 
Tropfen Chloroform aufbewahrt wurden. Beide GefiBe standen auf dem 
Experimentiertisch nebeneinander und wurden héchstens pro Tag eine 
Stunde von der schwachen Abendsonne getroffen (April); Nach einer 
Woche wurden je 5 ccm Extrakt mit 50 ccm H,O, gemischt und je 
10 ccm titriert. Temperatur 16.8°. 

Tabelle 5. 





Hell Dunkel 


Zeit in Min. Titer . 4343 Ky | Zeit in Min. Titer | .4343 Kp 


0 | 27.4(ber)| — 9 27.4 (ber.) guage j 
61208 


20 25.7 . 00139 20 15.7 

40 24.9 104 30 12.6 1125 

80 24.1 070 40 10.2 1073 
50 8.5 1016 
60 ce 0977 





Graphisch extrapoliert ergeben sich 


> O ‘4 - 
Ky =-00190 Kj) =.01425 


—— 
K,, :K, = 7.5 
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Neben dem betrachtlichen Unterschied zwischen den ,,Hell‘‘- 
und ,,Dunkel‘-Konstanten {allt vor allen Dingen wieder auf, 
daB die Werte der Konstanten wahrend des Reaktionsverlaufes 
stark abnehmen. Der Grund hierfiir liegt nur zum Teil in der 
relativ hohen Reaktionstemperatur (16.8), welche, wie z. B. 
aus den Senterschen Arbeiten iiber die Blutkatalase bekannt 
ist und von mir auch fiir tierische Katalasen gefunden wurde 
(siehe den II. Teil dieser Untersuchungen), die Zerstérung des 
Ferments wadhrend der Reaktion begiinstigt. Ganz im allge- 
meinen habe ich vielmehr gefunden, daB eine Fermentlésung 
um so leichter wahrend der Reaktion zerstért (oxydiert) wird, 
je alter und je schwacher sie geworden ist. Dies gilt nicht 
nur fiir eine Schwachung der Fermentlésung durch Belichtung, 
sondern auch fiir ihre langsame Abschwaichung im Dunkeln 
unter sterilen Bedingungen. Folgender Versuch zeigt dies Ver- 
halten u. a. 

Versuch 10 (IV. 40 u. 41). Ein verdiinnter (ca. halb-,,normaler“) 
Extrakt aus lebenden Porthesiaréupchen wurde in ein méglichst dicht 
mit Stanniol umkleidetes Kélbchen gegeben und dieses iiberdies ins 
Dunkle gestellt. Es wurden stets 5 ccm Extrakt mit 50 ccm H,O, ge- 
mischt und je 10 ccm titriert. 

I. Sofort nach der Herstellung des Extraktes; Temperatur 17.4°. 





Tabelle 6. 
Zeit in Min. Titer . 4343 K 
0 27.5 (ber.) | — 
15 22.8 . 00543 
30 18.9 543 
45 15.6 545 
60 13.1 537 
75 11.1 512 


If. Nach ca. 24 Std. im Dunkeln bei ca. 16 bis 18°; Temperatur 
der Reaktion 16.8°. 





Tabelle 7. 

_ZeitinMin.| Titer | .4343K 

0 27 . 3 (ber.) _— 

15 22.9 . 00509 

25 | 20.4 506 

50 15.4 497 

60 14.2 473 

80 11.4(?%) 474(?) 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB einerseits der ab- 
solute Wert von K heruntergegangen ist, sowie andererseits, 
da8 trotz der etwas niedrigeren Temperatur des 2. Versuchs 
die Abnahme der Konstanten eine deutlichere, regelmiSigere 
und, wenn man von der letzten, sicherlich fehlerhaften Be- 
obachtung in der zweiten Tabelle absieht, auch prozentual 
groBere ist. Vergleicht man z. B. die Abnahme nach 60 Mi- 
nuten, so betragen dieselben beim ersten Versuch 0.92°/, vom 
Anfangswert, beim zweiten dagegen schon 7.(7 °/,. 


§ 10. Versuch 11. (N. 24). Ein frischer Dytiscus-Himolymphe- 
Extrakt wurde in vier Reagensréhren verteilt, welche wiederum in weiten 
Roéhren mittels durchlochter Korke befestigt wurden. Eine der groBen 
Roéhren wurde mit reinem Wasser gefiillt, in einer zweiten ebenfalls nur 
mit Wasser gefiillten wurde das Reagensglischen mit der Fermentlisung 
mehrere Male dicht mit Stanniol umwickelt, eine dritte Réhre enthielt 
als Gelbfilter gesattigte Kaliumbichromatlésung, eine vierte ahniich eine 
dunkle, aber noch durchsichtige Lésung von Methylviolett B als Violett- 
filter. Ich verwandte die letzteren Farbfilter insbesondere aus dem 
Grunde, weil Trautz und Thomas ihre oben angefiihrten interessanten 
Resultate iiber eine bald beschleunigende und bald verzégernde Licht- 
wirkung gerade mit diesen Farblésungen erhalten hatten. Alle vier 
Rohren wurden mit dicken Stanniolkappen verschlossen und unter ganz 
gleichen Bedingungen belichtet. 

J. Nach 2'/,stiindiger Bestrahlung durch ziemlich starke direkte 
Sonne (November) wurden je 1 ccm Extrakt mit 10 cem H,O, gemischt 
und je 5 ccm titriert. Temperatur 15 bis 16°. 


Tabelle 8. 





Hell Dunkel Gelb Violett 
Zeit 7 i 
in Titer 4343 Kn Titer 4343 Kp Titer .4343 Ke Titer .4343 Ky 
Min. 
O |15.6(ber.)) — [15.6(ber.) — [15.6(ber.), — [15.6 (ber.) 
20 113.8 . 00266 110.2 . 00923 {11.8 . 00606 112.5 .00481 
40 |12.5 281} 7.3 829} 9.5 539 |10.6 420 














Mittel: .00274 Mittel: .00876 Mittel: .00573 Mittel: .00451 


Abgesehen bei den Versuchen mit ,,Hell‘‘-Extrakt nehmen die Kon- 
stanten, zweifellos wegen der hohen Versuchstemperatur (siche spater) 
stark ab. Nimmt man das Mittel derselben, so verhalten sich die Ge- 
schwindigkeitskonstanten resp. Fermentkonzentrationen bezogen auf die 
Konstante des ,,Dunkel‘‘-Extraktes gleich 1 


Ku: Kp: Ke: Ky = 0.31:1: 0.65: 0.51, 


Biochemische Zeitscbrift Band X. 3 








‘ 
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II. Nachdem derselbe Extrakt noch weiteren 2 Stunden Sonne (im 
ganzen also 4'/, Stunden) sowie ca. 8 Stunden diffusem Tageslicht aus- 
gesetzt gewesen war, wurden wiederum je 1 ccm Extrakt mit 10 ccm 
H,O, gemischt und je 5 ccm titriert. Temperatur ca. 21°. 


Tabelle 9. 





Hell Dunkel Gelb Violett 
Zeit } 
- Titer .4343 Ku Titer (.4343Kp] Titer . 4343 Ke Titer .4343 Kv 
Min. 
O 115. 6(ber.)) — 15.6(ber.)  — 15.6(ber.) — [15.6(ber.) ~ 
20 112.6 .00464] 9.1 01170 }10.8 90799 }10.9 . 00778 
40 | 9.9 4941 5.8 1074] 7.8 ' 753] 8.0 725 














Mittel: .00479 Mittei: .01122 Mittel: .00776 Mittel: .00752 


Aus diesem Versuch ergibt sich 
Ku: Kp: Kg: Ky = 0.43: 1: 0.69: 0.67. 


Dieser Versuch zeigt also, daB die Weller’ ge des Lichtes 
einen bedeutenden Einflu8 auf die Zerstérung der Katalase hat, 
insofern als bei kiirzerer Beleuchtung violettes Licht ahnlich 
stark wie weifes Licht wirkt, wahrend die Strahlen kiirzerer 
Wellenlinge viel weniger schadigen. Bei langerer Bestrahlung 
verwischen sich diese Unterschiede etwas, und namentlich nahern 
sich die Konstanten fiir gelbes und violettes Licht. 

Der Einflu8 des ultravioletten Lichtes war bei diesen Ver- 
suchen so gut wie vollstandig ausgeschaltet, da das Licht durch 
drei bis vier Glaswande und zwei Fliissigkeitsschichten zu gehen 
hatte. Spezielle Versuche itiber die Wirkung auch des _ ultra- 
violetten Lichtes habe ich aus Mangel an geeigneten GefaSen 
nicht anstellen kénnen. 

Es sei schon hier bemerkt, da8 der konstatierte EinfluB 
der Wellenlange des Lichtes genau dem Verhalten sowohl 
phototropischer Tiere als auch Pflanzen in verschiedenfarbigem 
Lichte entspricht. Auch hier wirken bekanntlich allgemein 
violette Strahlen ahnlich wie weiBes Licht, wahrend gelbe bzw. 
rote Strahlen nur eine schwache phototropische Reaktion her- 
vorrufen. 


A.II. Versuche mit Extrakten aus getrockneten Tieren. 


§ ll. Versuch 12. (N. 21). Ein Extrakt aus 9 Monate alten ge- 
trockneten Raupchen von Porthesia chrysorrhoea wurde dadurch her- 
gestellt, daB 0.17 g Riupchen mit 354 cem Chloroformwasser zerrieben, 





an ene, 
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das Gemisch ca. eine Stunde stehengelassen sowie filtriert wurde. In 
ein verdunkeltes und in ein helles Réhrchen wurden je 2 ccm Extrakt 
gegeben, die Réhrchen im Wasserbad in die Sonne (ziemlich schwach, 
November) gestellt, nach einer Stunde Bestrahlung je 10 ccm H,O, 
dazu gemischt sowie die Réhrchen wahrend der H,O,-Zersetzung in 
schwaches diffuses Tageslicht gebracht. Temperatur ca. 17.5°. 


Tabelle 10. 





Hell Dunkel 
Zeit in iter .4343Ku| Zit i” iter .4343Kp | Kp: Kn 
Min. : Ht Min. ‘ Pe bs ee 
0 ans i- 0 34.2 san a 
60 2.9 | .00119 60 2.4 | .00256 | 2.2 
| 





Das Ferment war also auch in diesem Falle mehr als zur 
Halfte zerstért worden. 

Versuch 10. (N. 26). Ein auf ahnliche Weise hergestellter zweiter 
Extrakt aus getrockneten Porthesia-Raupchen wurde in einem ver- 
dunkelten und in einem hellen Roéhrchen im Wasserbad vier Stunden 
von direkter Sonne (November) und fiinf Stunden von diffusem Tages- 
licht bestrahlt. Hierauf wurden je 2cem Extrakt mit 10 cem H,O, ge- 
mischt und je 5 ccm titriert. 


Tabelle lWa. 





Hell Dunkel 
“Zeit in yiter | .4343Ku| Zeit iM | giter | .4343Kp| Kp: K 
Min. ; H Min. . D p: Kr 
0 14.3 (ber.) a 0 {14.3 (ber.) — — 
25’ 9.1 .00785 25’ 8.5 | -00904 3.3 





Versuch 13. (N. 22). Es wurde ein Extrakt hergestellt durch Zer- 
reiben von getrockneten groBen Ameisen (Camponotus herculeanus) in 
Chloroformwasser. Die Ameisen, welche in der Mehrzahl gefliigelt waren, 
wurden im Mai gefangen, wihrend sie gerade aus den Spalten einer 
Holzdiele in groBer Menge hervorkamen und lebhaft an das Fenster 
flogen. Bekanntlich hat schon J. Loeb gefunden, daB die gefliigelten 
Individuen mancher Ameisen zur Zeit ihres Hochzeitsfluges intensiv 
positiv phototropisch sind; zweifellos befanden sich auch die hier ver- 
wandten Camponotusindividuen im Hochzeitsflug. 
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Dieser Extrakt wurde in einem verdunkelten und in einem erhellten 
Réhrechen im Wasserbad eine Stunde direkter Sonne (November) aus- 
gesetzt, darauf je 2ccm Extrakt mit 10 cem H,O, vermischt und 10 ccm 
titriert. Temperatur ca. 17.0°. 


Tabelle 11. 





Hell Dunkel 
—— Titer .4343Ky = Titer |.4343Kp| Kp: Ku 
0 34.2 —_ 0 34.2 — — 
60 21.7 . 00329 60 20.9 . 00356 1.08 





Wenn schon der Unterschied zwischen ,,Hell‘‘ und ,, Dunkel‘ 
nicht sehr betrichtlich ist, so ist er doch zweifellos gréfer als 
die méglichen Versuchsfehler. 


Versuch 14 (N. 37). Ein Extrakt aus getrockneten Porthesia- 
Raupchen wurde in 4 Portionen geteilt, und, um den Einflu®B der 
Wellenlinge des Lichtes zu untersuchen, in entsprechende Versuchs- 
behilter mit doppelten Fliissigkeitsbidern, einem Tropfen Chlorofom usw. 
(siehe Versuch 8) gebracht. 

I. Nachdem die Extrakte ca. 30 Stunden alt waren, und unterdessen 
2 Stunden in direkter schwacher Sonne und ca. 10 Stunden in sehr 
schwachem diffusem Tageslicht (dichter Nebel, November) gestanden 
hatten, wurden je 1 ccm Extrakt mit 10 ccm H,O, gemischt, und je 
5 com titriert. Reaktionstemperatur 11 bis 12°. 


Tabelle 12. 





Hell Dunkel Gelb Violett 


‘Zelt | 
in Titer 4343 Kua Titer 4343 Kp Titer -4343 Ko Titer .4343 Ky 
Min. 


O 115.4(ber) — [15.4(ber. — [15.4(ber.) — [15.4 (ber.) — 














20 }15.0 . 00057 14.1 .00192}14.7 .00101}14.9 . 00072 
60 |14.2 . 00059 12.7 . 00140)13.6 |. 00090 /13.8 . 00079 
Mittel: .00058 Mittel: .00166 Mittel: .00096 Mittel: . 76 


Aus diesem Versuch ergibt sich 
Ky: Kp: Kg: Ky =0.35:1:0.54:0. 45. 

II. Dieselben Extrakte wurden in gleicher Versuchsanordnung noch 
weiterhin ununterbrochen 22 Stunden kiinstlicher Beleuchtung (Auer- 
brenner) ausgesetzt. 1 ccm Extrakt wurde mit 10 ccm H,O, gemischt, 
5 ccm titriert. Temperatur 16°. 
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Tabelle 13. 
Gelb Violett 


Hell Dunkel 


Zeit | 
- Titer 4343 Ku Titer .4343 Kp Titer 4343 Ko Titer . 4343 Ky 
in. 


© 115. 4(ver)| — [15.4¢ber)| — 115.4(ver)| — [25.4iver)! — 
60 113.9  |.00074]11.3 —.00228]11.7 |.00199]13.3 —-. 00106 














Aus diesem Versuch ergibt sich 
Ky: Kp: Kg : Ky =0.33:1:0.89:0. 47. 

Es zeigt sich also, daS wiederum ,,hell‘‘ und _,,violett 
sehr ahnlich gewirkt haben, wiahrend auf der anderen Seite 
,dunkel’ und ,,gelb“ einander entsprechen. Fiir diese Tat- 
sache sind die Verhiltniszahlen dieses Versuches besonders 
charakteristisch. 

§ 12. Zusammenfassung: Es ergibt sich aus den Ver- 
suchen der Gruppe A, daf die Katalasen-Extrakte sowohl von 
Tieren, welche durch Chloroform kurz vor der Herstellung der 
Fermentlésungen getétet wurden, als auch von getrockneten 
und méglichst lichtdicht aufbewahrten Tieren gegen Belichtung 
empfindlich sind und durch dieselbe zerstért werden. Was den 
Einflu8 der Wellenlange des Lichtes anbetrifft, so nimmt die 
zerstorende Wirkung bei beiden Extraktarten ab in der Reihen- 
folge: weiB, violett, gelb, dunkel. Auch kiinstliches Licht (Auer- 
brenner) zerstért die Katalase. Ferner stellt sich heraus, daf 
im allgemeinen Extrakte aus frischen Tieren lichtempfindlicher 
sind, d. h. schneller zerstért werden als Extrakte aus getrock- 
netem Material. Auf der andern Seite sind durch Licht sowohl 
als auch durch Alter (im Dunkeln) geschwachte Katalasen- 
Extrakte empfindlicher gegen die zerstérende (oxydierende) Wir- 
kung des H,O, wihrend der Reaktion. Die Geschwindigkeits- 
konstanten zeigen daher bei Versuchen mit durch Licht oder 
Alter geschwachten Fermentextrakten wihrend der Reaktion 
einen stirkeren, abnehmenden Gang als die Konstanten von 
Versuchen mit frischen Extrakten. Die wiedergegebenen Ver- 
suche beziehen sich auf frische Extrakte von Porthesia-Raupchen, 
Dytiscus (Imagines, Himolymphe usw.) und auf Extrakte von 
getrockneten Porthesia-Raiupchen und geschlechtsreifen Ameisen 
(Camponotus). 
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B. Versuche tiber den Einflu8B der Belichtung auf die 
H,0O,-Zersetzung selbst. 


§ 13. Versuche, welche zunichst den Zweck hatten, fest- 
zustellen, ob ein EinfluB der Belichtung waihrend der Re- 
aktion selbst vorhanden ist, ergaben zunachst das allgemeine 
Resultat, daB in der Tat auch bei dieser Versuchsanordnung 
eine betrachtliche Lichtwirkung nachweisbar ist. Folgende Bei- 
spiele demonstrieren dies Verhalten. 

Versuch 15 (III. 5). Von einem sehr verdiinnten, aber urspriinglich 
sehr katalasenreichen Extrakt aus lebenden Porthesia-Raupchen wurde 
je lecm zu je 10 ccm H,O, gegeben. Das eine der Versuchsréhrchen 
war dicht mit Stanniol umwickelt worden; beide befanden sich im Wasser- 
bad. Temperatur ca. 17.5%. Die Réhrchen wurden 30 Minuten der 
Sonne (Marz) ausgesetzt. 

Anfangstiter: 26.1 


Hell: nach 30 Minuten . . 14.3. Dunkel: nach 30 Minuten . 11.9 
Zers. H,O,: 11.8 = 45.4°/, Zers. H,O,: 14.2 = 50.8°/, 
.4343 Ky = .00871 .4343 Kp =. 01131 


Kp: Kr 1.3. 
Versuch 16. Ein sehr verdiinnter Extrakt von lebenden Porthesia- 


Raupchen wurde mit ziemlich verdiinnter (ca. an) H,0,-Lésung gemischt, 


und zwar wurden in ein helles und in ein mit Stanniol dicht umwickeltes 
Kélbchen je 1 com Extrakt und 20 ccm H,O, gegeben. Beide kamen im 
Wasserbad in die starke Sonne (Marz); Bestrahlungsdauer 1 Stunde; 


Temperatur ca. 19°. 
Anfangstiter: 7.6 


Hell: nach 60 Minuten. . . 3.9 Dunkel: nach 60 Minuten. . 2.7 
Zers. H,O,: 3.7 = 48.7°/, Zers. H,O, : 4.9 = 64.5°/, 
.4343 Ky — .00483 .4343 Kp — .00749 


Kp: Ka = 1.55. 

Versuch 17 (III. 6 u. 7). Mit einem andern Extrakt aus lebenden 
Porthesia-Raupchen wurden folgende zwei Versuche gleichzeitig und unter 
gleichen Bedingungen, aber mit verschiedenen H,O,-Konzentra- 
tionen angestellt. Temperatur 16,5 bis 17,0°. 


I. 10 ccm ca. = ecm Extrakt 





beide 30 Minuten in 


II. 10 cem ca. = +l eem Extrakt | direkte Sonne (Marz). 


I. Anfangstiter: 30:1 
Hell: nach 30 Minuten . . 20.0 Dunkel: nach 30 Minuten . 18.8 
Zers. H,O,: 10.1 = 33.5°/, Zers. H,O, : 11.3 = 37.5°/, 
.4343 Ky = .00592 .4343 Kp — .00681 
Kp: Ky = 1.15. 
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II. Anfangstiter: 15.1 





Hell: nach 30 Minuten. . . 9.7 Dunkel: nach 30 Minuten . 8.1 
Zers. H,O,: 5.4 = 35.8°/, Zers. H,O,: 7.0 =: 38.79/9 
.4343 Ky 00641 .4343 Kp = .00902 


Kp: Ku = 1.41. 

Versuch 18 (III. 11, 13, 14). Eine entsprechende Versuchsreihe 
wiederum mit einem andern frischen verdiinnten Porthesia-Extrakte ergab 
folgende Resultate. Belichtung iiberall durch direktes schwaches Sonnen- 
licht (Marz). Temperatur ca. 8°, Die Versuche wurden gleichzeitig an- 
gestellt. Immer 10 com H,O, — 1 cem Extrakt. 


I, Anfangstiter: 20.7 


Hell: nach 2 Stunden. . . 12.5 Dunkel: nach 2 Stunden. . 8.0 
Zers. H,O,:8.5 = 41.1°/, Zers. H,O,: 12.7 = 61.4°/, 
.4343 Ky — .00182 .4343 Kp = .00344 


Kp: Ky = 1.89. 
II. Anfangstiter: 13.5 


Hell: nach 2 Stunden . ss 7.4 Dunkel: nach 2 Stunden. . 3.8 
Zers. H,O, : 6.1 = 45.2°/, Zers. H,O,: 9.7 = 71.8 /, 
-4343 Ky — .00218 .4343 Kp — .00459 


Kp: Kn = 2.11. 


Ill. Anfangstiter: 12.0 


Hell: nach 2 Stunden wes 7.2 Dunkel: nach 2 Stunden. . 3.1 
Zers. H,O,: 4.8 = 40.0°/, Zers. H,O,; 8.9 = 73.2°/, 
.4343 Ky — .00185 .4343 Kp 00489 


Kp: Ku 2.64. 


Aus den Versuchen 17 und 18 geht hervor, da® die zer- 
stérende Wirkung des Lichtes wahrend der Reaktion zunimmt 
mit abnehmender Konzentration des H,O,. Dies geht 
daraus hervor, daB in beiden Versuchsreihen das Verhilt- 
nis Kp: Ky deutlich zunimmt mit der H,O,-Verdiinnung. In 
verdiinnteren Peroxydlésungen wird also die Katalase durch 
Licht schneller zerstért. Weiterhin zeigen die Versuche, dab, 
wie schon Senter fiir die Hamase fand, die katalytische Re- 
aktion nicht unabhangig von der Konzentration des Substrats, 
des H,O, ist. Ware dies der Fall, so miiSten sich tiberall bei 
den ,,Dunkel‘‘-Versuchen dieselben Geschwindigkeitskonstanten 
ergeben, wihrend sie tatsichlich ganz betrachtlich mit ab- 
nehmender H,O,-Konzentration wachsen. Der Grund fiir dies 
Verhalten liegt, wie Senter schon betont hat, zweifellos in 
der zerstérenden Wirkung des H,O, in den immerhin noch 


ganz betrachtlichen hier verwandten Konzentrationen sowie in 
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der relativ hohen Versuchstemperatur. Wie wir im II. Teil 
dieser Untersuchungen sehen werden, ist die Fermentwirkung 
bei kleineren H,O,-Konzentrationen und niedrigerer Temperatur 
in erster Anniherung durchaus unabhing von der Substrat- 
konzentration. 

Versuch 19 (N. 15). Von einem Extrakt, der durch Zerreiben von 
0.17 g trocknen Porthesia-Raiupchen, die eine Stunde gequollen hatten, 
in 64 ccm Chloroformwasser, Filtrieren usw. hergestellt worden war, 
wurden je 10 ccm mit je 50 ccm H,O, in einem verdunkelten und in 
cinem hellen Kélbchen gemischt. Beide Gefi®e im Wasserbad in die 
Sonne (November). Temperatur ca. 16°. Es wurden je 10 cem titriert. 





Tabelle 14. 
Hell Dunkel 
Zeit in | Titer |.4343Ku] Zt iD | Titer |. 4343Ku] Kp: K 
Min. | ————s wa é' —— 
0 14.9(ber.) — 0 14.9(ber.) a _ 
3213.5 . 00134 30 «13.1 00186 | 1.4 
4712.7 147 45 12.6 162 | 1.1 
65 12.1 139 65 11.9 150 | 1.08 








Versuch 20 (N. 20). Von einem auBerordentlich starken, frischen 
Extrakt aus der Himolymphe von Hydrophilus wurden je 10 ccm mit 
100 com H,O, in einem verdunkelten und in einem hellen Kolben ge- 
mischt. Beide GefaBe kamen im Wasserbad in die Sonne (November). 
Temperatur ca. 16.5 bis 17.0°. Es wurden je 10 ccm titriert. 

















Tabelle 15. 
Hell Dunkel 
Zeit in , Zeit in | — 
Min. | Titer .4343Kqyq Min. Titer |.4343Kp| Kp:Ky 
9 29.7 (ber.) a 0 29.7 (ber.) — _ 
15 11.4 . 0277 10.5 . 0301 1.08 
25 7.2 246 5.6 290 1.13 
40 2.7. 260 2.4 273 1.05 


Versuch 21 (III. 26). Je 10 ccm eines verdiinnten Extraktes aus 
lebenden Porthesia-Raupchen wurden mit je 10 ccm H,O, in einem durch 
Stanniolumwicklung verdunkelten und in einem hellen Kélbchen gemischt. 
Beide Kélbchen wurden im Wasserbad direktem Sonnenlicht ausgesetzt 
(Marz). Temperatur 17.0 bis 17.5°. Je 10 ccm wurden titriert. 
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Tabelle 16. 








Hell Dunkel 
—* Titer . 4343 Ky 7s Titer .4343 Kp] Kp: Ka 

0 13.1(ber.) _- 0 13.1( ber.) — — 

6 12.6 . 00282 6 12.4 . 00398 1.4 
10 12.3 274 10 12.0 381 1.4 
20 11.5 283 20 11.4 302 1.2 
30 10.8 280 30 10.3 348 1.2 
40 10.0 293 40 9.4 380 1.2 
50 9.4 288 50 8.6 366 1.3 
70 8.5 268 70 7.9 314 1.2 
90 7.2 289 90 6.5 337 1.2 





Untersucht man die Reaktionen unter dem direkten Ein- 
flu8 des Sonnenlichts etwes naher, wie dies in Versuch 19, 
20 und 21 getan ist, so fallt vor allen Dingen ein merkwiirdiges 
Verhalten auf. Die Konstanten der ,,Hell‘‘*-Versuche 
nehmen im Verlauf der Reaktion durchaus nicht so 
stark (infolge Oxydation des Ferments) ab als die Kon- 
stanten der Dunkelversuche’). 

Man sollte erwarten, da infolge der allmahlichen Zerstérung 
des Ferments durch Licht die Geschwindigkeitskonstanten schon 
aus diesem Grunde abnehmen wiirden, aihnlich wie die Kon- 
stanten bei langerer Versuchsdauer, héherer Temperatur, 
groBerer H,O,- und kleinerer Katalasenkonzentration auch bei 
Dunkelversuchen wegen der allmahlichen Zerstorung des Ferments 
kleiner werden. Nun ist aber neuerdings von Dreyer und 
Hanssen in einer schon oben zitierten Arbeit gefunden worden, 
daf die Zerstérung einiger anderer Fermente durch Licht ge- 
maf der monomolekularen Geschwindigkeitsformel vor sich 
geht. Leider erschien diese Arbeit erst nach AbschluB des 


1) Die mitgeteilten drei Versuche sind vollkommen unabhingig von- 
einander und iiberdies mit dreierlei Material zu verschiedenen Zeiten 
angestellt worden. Sie sind zur Illustration des im Texte angegebenen 
Verhaltens nur wegen der drei verschiedenen Extraktarten ausgewihlt 
worden; simtliche Doppel- usw. Versuche ergaben dasselbe Resultat. 
Ferner wurde die Berechnung des Resultates erst nach dem Anstellen 
simtlicher hier geschilderter Versuche ausgefiihrt. — Diese Bemerkung 
erscheint mir in Anbetracht des schwachen, wenn schon unverkenn- 
bar bezeichneten Unterschiedes zweckdienlich. 
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experimentellen Teies sowie nach Niederschrift der entsprechenden 
Kapitel dieser Untersuchungen, so daB ich eine Priifung dieser 
GesetzmaBigkeit auch fiir die Katalase auf den zweiten Teil 
dieser Arbeit verschieben muBte. Diese von Dreyer und 
Hanssen gefundene GesetzmaBigkeit besagt nun unter anderem, 
da8 wahrend der Anfangsstadien der Reaktion die zerstérende 
Wirkung des Lichtes relativ sehr gro8 sein und im Verlaufe 
der Reaktion verhaltnismaBig abnehmen wird. Fande die Zer- 
storung der Katalase durch Licht ebenfalls gema®8 der ersten 
Reaktionsordnung statt, so sollte man erwarten, dab zu 
Anfang der Reaktion die Differenz zwischen den ,,Hell‘‘- und 
,.Dunkel*‘-Geschwindigkeitskonstanten am gréBten ist und 
wahrend des Verlaufs der Reaktion allmahlich kleiner wird. In 
der Tat entspricht nun auch das experimentelle Resultat dieser 
theoretischen Forderung, indem in allen drei Versuchen das 
Verhaltnis Kp: Ky im Verlaufe der Reaktion kleiner wird, 
ein Verhalten, das, wie aus den friiher gegebenen Tabellen 
hervorgeht, durchaus im Gegensatz steht zu der regelmabig 
beobachteten Konstanz dieses Verhiltnisses bei Versuchen, in 
denen Lichtwirkung und H,O,-Zersetzung zeitlich getrennt 
untersucht wurden. Uberdies erklirt die Annahme der mono- 
molekularen Reaktionsformel auch fiir die Lichtzerstérung der 
Katalase den sonst merkwiirdigen Umstand, da8 schon nach 
so kurzer Zeit (5 Minuten usw.) die ,,Hell‘‘-Konstante einen 
betrachtlich geringeren Wert als die ,,Dunkel‘‘-Konstante zeigt. 

Unerklart bleibt jedoch noch der merkwiirdige Umstand, 
daB die Werte der ,,Hell‘‘-Konstanten einen viel schwacheren 
Gang im Laufe der Reaktion zeigen als die ,,Dunkel‘‘-Kon- 
stanten. Eine theoretische Erklirungsméglichkeit kann auf 
Grund meiner bisherigen Versuche leider noch nicht entschieden 
werden. Versucht man festzustellen, nach welcher Gesetz- 
maBigkeit die Zerstérung des Ferments durch H,O, vor sich 
geht, so kimen insbesondere zwei Reaktionsformen in Frage: 
Einerseits kénnte die Zerstérung relativ zunehmen, anderer- 
seits im Laufe der Reaktion relativ abnehmen. Bei Unter- 
suchung nun samtlicher hierzu geeigneter Versuche fand ich 
ein sehr unregelmaBiges Verhalten, indem beide Reaktions- 
formen oder aber auch ein ganz unregelmaBiges Springen der 
Konstantenwerte festzustellen war, ohne daB es mir bisher ge- 
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lungen ist, eine strengere Zuordnung dieses Verhaltens zu 
Extraktarten, den Versuchsbedingungen usw. aufzufinden. 
Relativ haufig fanden sich zunehmende Zerstérungsgeschwiadig- 
keiten bei Porthesia-Extrakten'), abnehmende dagegen bei 
den Extrakten aus den Geschlechtszellen von Amphibien (siehe 
meine zit. Arb.). Die wenigen Versuche von Senter iiber 
Hiamase, welche sich in diesem Sinne verwenden lassen, zeigen 
ebenfalls eine im allgemeinen wahrend des Reaktionsverlaufs 
abnehmende Zerstérungsgeschwindigkeit. *) 

Wiirde sich nun bei eingehenderen Untersuchungen heraus- 
stellen, daB zum wenigsten die hier untersuchten Extraktarten 
mit zunehmender Geschwindigkeit zerstért wiirden, so kénnte 
man an ein gewisses Gleichgewicht denken, insofern als zu 
Anfang der Reaktion der zerstérende LichteinfluB vorwiegend, 
der langsamere OxydationsprozeB durch H,O, dagegen in nur 
geringfiigigem Mae, im spiateren Verlaufe der Reaktion da- 
gegen die H,O,-Zerstérung des Ferments vorwiegend, der Licht- 
einfluB dagegen in geringerem Grade die Geschwindigkeits- 
konstanten herabsetzen wird. Zu_ beriicksichtigen ist hierbei 
noch die im vorigen Abschnitt festgestellte Tatsache, dal 
durch Licht geschwachte Extrakte empfindlicher gegen die zer- 
stérende Wirkung des H,O, sind, oder daB m. a. W. der zweiten 
den Wert der Konstanten verringernden Reaktion hier ein 
ganz besonders starker Einfluj}B zukommt. Chbrigens geht aus 
den drei letzten Versuchen deutlich hervor, daB auch bei den 
,.Hell‘‘-Reaktionen die Konstanten in den spateran Reaktions- 
stadien allmahlich abfallen. Durch die Summation der zwei 
das Ferment zerstérenden Reaktionen kénnte sich also eine 
von Beginn der Reaktion an ungefaihr gleich groBe Herab- 
setzung der Geschwindigkeitskonstanten der _,,Hell‘‘-Reaktion 
ergeben bis zu den Reaktionsstadien, bei welchen die Licht- 


1) Der in Tabelle 16 mitgeteilte Versuch ist gerade hierfiir kein 
gutes Beispiel. 

2) Auch in den entsprechenden Versuchen von Faitelowitz mit 
Milch, auf welche mich Herr Prof. Bredig freundlichst aufmerksam 
machte, nehmen die Konstanten in unregelmaBiger Weise bald mit zu- 
nehmender und bald mit abnehmender Geschwindigkeit ab. (Studie zur 
Kenntnis der Milchkatalyse des Wasserstoffsuperoxyds usw. Heidelberg. 
Dissertation 1904. 
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reaktion langsamer als die H,O,-Oxydation des Ferments ge- 
worden ist, ein Umstand, der sich in dem allmahlichen Abfallen 
auch der ,,Hell‘‘-Konstanten zeigt. — Die Zulissigkeit dieser 
Erklarung hingt indessen, wie bemerkt, davon ab, da8 ein 
eingehenderes Studium mit RegelmaBigkeit eine zunehmende 
Geschwindigkeit der H,O,-Oxydation des Fermentes ergibt. 

Fiir die verhiltnismaBig groBen unregelmaBigen 
Schwankungen der ,,Dunkel‘‘-Konstanten ist zweifellos die Ver- 
suchsanordnung verantwortlich zu machen, indem es schwer 
ist, bei der Probeentnahme zwecks Titrierung zu vermeiden, 
da8 durch die Offmung des GefaBes oder durch Bestrahlung 
des in die Pipette gesogenen Volums das Reaktionsgemisch 
nicht einer kurzen Belichtung ausgesetzt wird. 

§ 14. Versuch 22 (III. 23). Je 1 ccm eines sehr verdiinnten 
Extraktes aus lebenden Porthesia-Raupchen wurden in vier GefaBe ge- 
geben, welche gemaB der oben beschriebenen Versuchsanordnung zum 
Studium des Ejinflusses der Wellenlinge hergerichtet worden waren, und 
darauf mit je 10 ccm H,O, gemischt. Kraftige direkte Sonne (Marz). 
Temperatur des Wasserbades ca. 16.5°. 


Tabelle 17. 





Hell Dunkel Gelb Violett 


Zeit 
in Titer . 4343Ku Titer . 4343Kp Titer 4$343Ko Titer .4343Ky 
Min. } 


0 26.1 — 26.1 — 26.1 | — 26.1 —_ 


135 23.0 |.00041] 20.6 |.00079} 20.6 |.00079] 21.8 |. 00057 
.b2:1:1:0.57 














a 


Ky: Kp: Kg: Ky = ¢ 


Versuch 23 (III. 25). Je 1 ccm eines starken Extraktes aus 
lebenden Porthesia-Riupchen wurden bei gleicher Versuchsanordnung 
mit je 10 cem H,O, gemischt. Direkte Sonne (Marz). Temperatur ca. 17°, 


Tabelle 18, 





Hell Dunkel Gelb Violett 
Zeit i: bo 

in Titer .4343Ku Titer . 4343Kp Titer |.4343Ke Titer .4343Ky 
Min. | 


0 26.1 — 26.1 — 26.1 — 26.1 — 
120} 12.2 |. 00273 7.8 | .00437 8.3 |-00eee 11.3 |.00303 














Ky: Kp : Kg: Ky == 0.63 : 1 0.95 : 0.69 
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Versuch 24 (III. 50). Je 5 ccm eines verdiinnten Extraktes aus 
getrockneten Porthesia-Raupchen wurden bei gleicher Versuchsanorduung 
mit je 20 ccm H,O, gemischt. Direkte kriftige Sonne (Miirz). Temperatur 
16.5 bis ca. 17.5°. $ 


Tabelle 19. 














Hell Dunkel Gelb Violett 

Zeit 

h.. Titer . 4343Kn Titer .4343Kp Titer .4343Ke Titer .4343Ky 
Min 

O {13. 8(ber. “= 13. 8(ber.) a 13. 8(ber.) — 13. 8 ber.) - 
20')]12.7 . 0017 412.1 . 0029 }12.2 . 0027 [12.3 . 0025 
40 {11.9 16 }10.8 27 110.7 28 }10.9 26 
60')}11.0 16} 9.0 3119.2 29 | 9.3 29 
80 }10.3 16} 7.8 31} 7.9 30] 8.2 28 





Mittel: .00163 Mittel: .00300 Mittel: .00285 Mittel: .00270 
Ky: Kp: Kg : Ky = 0.54:1:0.95: 0.90 


Die Versuche iiber den Einflu8 der Wellenlainge des Lichts 
(Versuch 22, 23 und 24) auf die H,O,-Zersetzung selbst er- 
geben also, wie zu erwarten war, dasselbe Resultat wie die 
im vorigen Abschnitt mitgeteilten, entsprechenden Versuche; 
die Reihenfolge der Lichtwirkung ist wieder: Hell > Violett 
Gelb > Dunkel. Bei einem eingehenderen Versuche (Tab. 19) 
fallt wiederum die groBe Konstanz der ,,Hell‘‘-Konstanten im 
Gegensatz zu den Konstanten aller itibrigen Versuche auf. Bei 
dem ,,Hell‘‘-Versuch deuten die Konstanten auferdem einen 
schwachen sinkenden Gang an, wihrend die Konstanten der 
iibrigen Versuche deutlich steigen. Der Grund fiir dies ab- 
norme Verhalten liegt zweifellos zum gréBten Teile an den 
Versuchsbedingungen, indem sich bei der intensiven Warme- 
strahlung der Sonne gerade bei diesem Versuch eine allmihliche 
Temperatursteigerung von ca. 1.5° nicht vermeiden lief. 

§ 15. Zusammenfassung: Die Versuche der Gruppe B 
zeigen, daB auch wahrend der H,O,-Zersetzung selbst die Be- 
lichtung einen deutlichen hemmenden EinfluB auf die Ge- 
schwindigkeit der Reaktion hat. Im _ einzelnen ergibt sich 
erstens, daB diese Lichtwirkung zunimmt bei Verdiinnung 


1) Fiir den ,,Hell‘*-Versuch wurde die erste Titration nicht nach 
20, sondern nach 21 Minuten, die dritte nicht nach 60, sondern nach 
61 Minuten unternommen. 
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des Substrates (H,O,). Zweitens zeigt es sich, daB auch die 
belichtete Reaktion der monomolekularen Reaktionsord- 
nung folgt, ja, es wird sogar gefunden, da bei der ,,Licht*- 
Reaktion die Konstanten viel weniger abnehmen, als 
bei der normalen oder ,,Dunkel‘‘-Reaktion. Uber die 
Ursache dieser Erscheinung werden theoretische Erwagungen 
angestellt. Der EinfluS der Wellenlange ist derselbe wie bei 
den Versuchen der Gruppe A: Die hemmende Wirkung des 
Lichts nimmt ab in der Reihenfolge: Hell > Violett > Gelb > 
Dunkel. — Die Versuche wurden angestellt mit Extrakten 
aus lebenden Dytiscus, Hydrophilus, Porthesia-Raupchen und 
mit Extrakten aus getrockneten Porthesia-Raupchen. 

Es ist vielleicht zweckmaBig, schon hier darauf hinzu- 
weisen, da® die Versuche der Gruppe B insofern fiir die bio- 
logischen Verhaltnisse von Interesse sind, als ja auch ent- 
sprechende hypothetische Katalasewirkungen selbst im leben- 
den Organismus haufiger Lichteinfliissen ausgesetzt sein werden 
als untatige Katalaselésungen, wie sie bei den Versuchen der 
Gruppe A studiert wurden. Bei Veranderungen des Katalasen- 
gehaltes durch Belichtung lebender Tiere werden aller Voraus- 
sicht nach etwaige Unterschiede den Wirkungen der Bestrah- 
lung auf die katalytischen Peroxydzersetzungen selbst resp. 
erst den Resultaten dieser Beeinflussung zuzuschreiben sein. 


C. Versuche tiber den EinfluB der Belichtung auf den 
Katalasengehalt lebender Tiere. 

§ 16. In diesem Abschnitt soll eine Anzahl von Versuchen 
beschrieben werden, welche vielleicht das nachste biologische 
Interesse besitzen. Es handelt sich dabei um die Frage, ob 
auch im lebenden Organismus photochemische Vorgiange statt- 
finden, welche zu einer Veranderung des Katalasengehaltes in 
den Geweben des lebenden Organismus selbst fiihren. Es 
kénnte ja sein, da die in den vorigen zwei Abschnitten be- 
schriebenen Lichtwirkungen nur auf das Verhalten der Fer- 
mentextrakte beschrinkt sind und darum fiir eine Theorie 
des Phototropismus nicht oder nur in entfernteren Beziehungen 
in Frage kamen. 

Die allgemeine Methode, welche ich, um zur Lésung dieser 
Frage beizutragen, einschlug, war die, da8 ich eine gréBere 
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Anzahl méglichst gleichartiger, unter gleichen Umstanden usw. 
gehaltener ,,Normal‘‘-Tiere verschiedenen Belichtungsbedingun- 
gen aussetzte, sowie nach einiger Zeit ,,Normal‘‘-Extrakte, d. h. 
Extrakte mit konstantem Verhaltnis von Tiersubstanz zu 
Chloroformwasser herstellte und diese auf ihren Katalasen- 
gehalt untersuchte. Um dies Verfahren berechtigt anwenden 
zu kénnen, muBte das Material erstens sehr gleichartig sein, 
zweitens sich leicht dosieren lassen und drittens bei der Her- 
stellung von Extrakten, falls das Material unter gleichen Be- 
dingungen gehalten war, konstante Fermentkonzentrationen 
resp. Geschwindigkeitskonstanten ergeben. Allen diesen An- 
forderungen geniigen nun in ganz ausgezeichneter Weise die 
jungen in Nestern tiberwinternden Raupchen von Porthesia 
chrystorrhoea. So befinden sich in einem Neste, d. h. in der 
Regel in einem Gelege meist mehrere Hundert Raupchen, 
welche untereinander wohl so gleichartig beschaffen sind, wie 
dies bei physiologischem Material méglich ist. Eine Dosierung 
laBt sich leicht dadurch vornehmen, da8 man aus demselben 
Neste die gleiche Zahl von Riaupchen in die verschiedenen 
VersuchsgefaBe bringt resp. nach den Belichtungsversuchen 
mit einem konstanten Volum Chloroformwasser verreibt. In 
der Regel wurden ,,Normal‘‘-Extrakte, d. h. ein Raupchen auf 
1 ecm Chloroformwasser, angefertigt. — Die im folgenden be- 
schriebenen Versuche sind alle mit Porthesia-Raupchen ange- 
stellt worden, da ich ein besseres Material nicht finden konnte. 
Neben den genannten Vorziigen sei noch angefiihrt, erstens 
der Umstand, dai die tiberwinternden, kiihl und dunkel auf- 
bewahrten Raupchen ganz auferordentlich reich an Katalase 
sind, sowie zweitens die Tatsache, daB die durch Zerreiben 
der Dunkel-Raupchen hergestellten filtrierten Lésungen kaum 
eine Guajacperoxydasenreaktion geben, also natiirliche relativ 
reine Katalasenlésungen darstellen. Auf den zweiten Umstand 
wird weiter unten eingegangen werden. Endlich sei auch noch 
erwahnt, daB die ,,Normal‘‘-Extrakte gut filtriert sehr arm an 
organischen Stoffen sind, so da der geringe additive Titra- 
tionsfehler in der Regel nicht mehr als 0.1 bis 0.2 cem betrug. 
Schon ein erster orientierender Versuch zeigte zwischen 
dem Katalasengehalt der im Dunkeln und der im Hellen ge- 
haltenen Raupchen einen sehr betrachtlichen Unterschied. 








| 
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Versuch 25 (III. 29). Es wurden mehrere Porthesia-Nester von 
demselben Baum (Birne, Ende Februar) abgebrochen, in eine groBe 
Blechschachtel gelegt und dieselbe im dunkeln und kiihlen Keller (ca. 6 
bis 8°) aufbewahrt. Eins dieser Nester wurde im Marz auf eine Glas- 
platte gelegt, ein Glastrichter dariiber gestellt, durch das Rohr derselben 
ein Holzstiibchen gesteckt, welches das Nest beriihrte, im Trichterrohr 
dagegen lose anlag und dasselbe iiberragte, ein Reagensréhrchen iiber 
das Holzstibchen und das Trichterrohr gehingt und schlieblich das 
Ganze an der Siidseite eines Zimmers in die Sonne gestellt. Das be- 
schriebene Verfahren eignet sich vortrefflich zur Erzielung einer ,,Rein- 
kultur‘* der Raupchen, die, einmal aus dem Neste gekrochen, infolge 
ihres energischen negativen Geotropismus sich an der Kuppe des Rea- 
gensrdhrchen nach und nach zu einem dicken Klumpen ansammeln. 
Charakteristisch ist, daB zunichst bei geringerer Zahl der Raupchen die 
Kuppe des Rohres sehr gleichmaBig, an der Fensterseite beginnend, be- 
decken, indem zuniichst jedes Raupchen seine Ventralseite dem Lichte 
zukehrt. Es erinnert dies Verhalten lebhaft an das der Fliegenmaden 
gegeniiber dem Licht, wie es von Loeb in seiner bekannten ersten Ab- 
handlung beschrieben hat. Kommen mehr Riupchen nach oben, so 
riicken dieselben immer dichter zusammen und bedecken in einschichtiger 
Lage auch die andern Seiten der Kuppe. Spiaterhin, bei einer noch 
gréBeren Zahl der Raupchen, scheint der negative Geotropismus den 
positiven Phototropismus zu iiberwinden, indem nimlich die Raiupcben 
iibereinander kriechen und ganz oben im Réhrchen einen dichten 
Klumpen bilden, der sich bei einigem Schiitteln glatt ablést.') 

Nach ca, 2'/, Tagen mit tiglich fast 8 Stunden Sonne waren die 
meisten Riiupchen oben im Reagensglas. Es wurden nun 20 dieser aus- 
gekrochenen Riupchen mit 20 com Chloroformwasser zerrieben und zwei 
Stunden vor dem Filtrieren im Dunkeln stehengelassen. Ferner wurde 
eins der im Dunkeln und Kiihlen gehaltenen Nester gedffnet und auch 
aus diesem 20 Riupchen entnommen, mit 20 ccm Chloroformwasser zer- 
rieben und ebenfalls zwei Stunden stehengelassen. Bemerkenswerter- 
weise zeigten bereits die unfiltrierten wie die filtrierten Extrakte aiuBer- 
lich einen Unterschied, insofern als der ,,Hell‘‘-Extrakt eine deutlich 
gelbere Firbung besaB als der ,,Dunkel‘‘-Extrakt, welch letzterer einen 
violetten Ton besaB.*) Es sei anschlieBend bemerkt, daB die in den 


‘) Bei der Manipulation mit Porthesia-Raupchen ist einige Vor- 
sicht geboten, da die sehr leicht abbrechenden, federartig gestalteten 
Hirchen derselben empfindliches Jucken und ganz intensive Entziin- 
dungen auf der Haut verursachen. Ein Waschen der Hinde mit ver- 
diinntem Peroxyd resp. ein Bestreichen der entziindeten Stellen mit 
konzentrierterem H,O, scheint die Hairchen am schnellsten zu zerstéren. 

*) Dieser Farbenunterschied war noch sehr deutlich zu bemerken, 
nachdem die beiden Extrakte zwei Tage lang in diffusem Lichte ge- 


standen hatten. 
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vorigen Abschnitten untersuchten Extrakte von getrockneten Raup- 
chen eine deutlich gelbe bis briunliche Farbung (in konzentrierter 
Lésung) aufwiesen. — Es wurden nun je 10 ccm Extrakt mit je 100 cem 
H,O, gemischt und je 10 cem titriert. Die Temperatur stieg wihrend 
des Versuchs von 16.2 bis 17.0°. 











Tabelle 20. 
Hell Dunkel 
Zeit in Min. Titer | , 4343 Ky Titer . 4343 Ky 

0 25.0 (ber.) — 25.0 (ber.) - 
10 $1.7 . 0062 21.1 . 0074 
20 19.2 57 17.8 74 
30 16.3 61 14.6 78 
40 14.2 61 12.1 79 
50 12.4 59 10.0 80 
60 10.5 63 8.0 82 
70 9.1 63 6.8 81 
80 7.9 63 5.6 83 
90 6.9 62 4.8 80 
100 6.0 61 4.0 80 
Mittel: .0061 Mittel: .0079 

Kp :Ky = 1.3. 


Es ergibt sich also, da8 die jungen Raupchen kurz nach 
dem Ausschliipfen aus ihren Nestern in der Sonne merklich 
(ca. 23°/,) an Katalase verlieren. 

Auffallig ist wieder, daB8 bei den gleichzeitig und unter 
volistandig gleichen Bedingungen angestellten Versuchen die 
Konstanten des ,,Dunkel‘‘-Versuches starker wahrend der Tem- 
peraturerhGhung von ca. 0.8°, welche wahrend der Reaktion 
stattfand, steigen als die ,,Hell‘‘-Konstanten. 

Versuch 26 (III. 31). Zwei Tage spiter wurde derselbe Versuch 
wiederholt. Die ausgekrochenen Raiupchen waren also 4 bis 5 Tage dem 
Licht (nicht immer der Sonne!) ausgesetzt gewesen. Versuchsbedin- 
gungen genau wie in Versuch 27. Es wurden je 150 ccm H,O, mit 
15 ccm Extrakt gemischt und immer 10 ccm titriert. Temperatur des 


Wasserbades schwankt nur wenig um 17.5°. 
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Tabelle 21. 





Hell Dunkel 
Zeit in Min. Titer . 4343 Ka Titer . 4343 Ka 


0 (ber.) _ 26.8 (ber.) _ 
10 : . 00497 21.6 . 00937 
20 .< 499 up 913 
30 .§ 506 14. 929 
40 , 507 ll. 947 
50 §.% 487 929 
60 3.6 491 912 
70 2. 488 908 
80 483 890 
90 485 894 

100 479 884 
110 472 864 
120 461 889 
130 458 835 
140 449 821 
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Mittel der ,,Hell‘‘-Konstanten bis zu ?/, der Reaktion: 
. 00492. 


Mittel der ,,.Dunkel‘‘-Konstanten bis zu */, der Reaktion: 
. 00931. 


Kp : Kg = 1.93. 


Der Versuch zeigt, daB nach weiteren zwei Tagen der 
Unterschied ganz betrichtlich zugenommen hat, so da$ das 
Verhiltnis der Fermentkonzentrationen in den ,,Hell‘‘- und in 
den ,,Dunkel‘‘-Raupchen fast wie 1:2 ist, resp. der anfangliche 
Gehalt durch die Belichtung um ca. 47°/, abgenommen hat. 
Die Konstanten sind in diesen zwei Versuchen wegen der 
groBeren Konstanz der Versuchstemperatur sehr gut mitein- 
ander iibereinstimmend; wiahrend des letzten Drittels der Re- 
aktion zeigen beide Versuche das fiir langere Reaktionsdauer 
resp. die letzte Reaktionsstufe sowie fiir héhere Versuchstem- 
peratur charakteristische Abfallen der Konstanten.’) — Die 


1) Es sei hier noch ausdriicklich bemerkt, daB auBer den hier ge- 
schilderten Versuchen noch eine ganze Anzahl gleichartiger angestellt 
wurden; immer wurde der bezeichnete Unterschied gefunden, wenn schon 
der Wert desselben schwankte. 
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,Dunkel‘-Konstante ist in diesem Versuch etwas gréber 
als in dem vorigen. Hierfiir ist einerseits die etwas héhere 
Versuchstemperatur von Versuch 26, andererseits aber ein be- 
merkenswerter Umstand verantwortlich zu machen, tber den 
weiter unten Naheres mitgeteilt werden wird. 

§ 17. Es kénnte nun trotzdem eingewendet werden, da 
die bisher geschilderten zwei Versuche nicht ganz tiberzeugend 
sind, darum, weil Raupchen aus zwei verschiedenen Nestern 
in diesen Versuchen miteinander verglichen wurden. Diesem 
Einwand begegnet der folgende Versuch. 

Versuch 27 (III. 33). Dasselbe Nest, aus welchem in Versuch 26 
die ,,Dunkel**-Raupchen entnommen waren, wurde aus dem Dunkeln 
und Kihlen ins Licht und in eine Temperatur, die zwischen ca. 12° 
und 16° schwankte, gebracht. Das Nest stand eine Woche in diffusem 
Tageslicht und hatte nur zwei Tage schwache Sonne (April); die Raiup- 
chen begannen erst am dritten Tage auszukriechen. Versuchsanordnung 
genau wie in Versuch 25 und 26; 10 ccm Extrakt wurden mit 100 ccm 
H,O, gemischt. Temperatur 16.5 bis 17.5°. 


Tabelle 22. 





Zeit in Min. Titer 


. 4343 K 


0 26.5 (ber.) — 

9 33.3 . 0064 
19 20. 64 
28 oa. 68 
40 14. 69 
50 ll. 70 
60 10. 70 








Wegen der geringen TemperaturerhOhung wahrend des 
Versuchs steigen die Zahlen ein wenig. Nimmt man die 
héchste Konstante (.0070), welche bei einer dem Versuch 26 
entsprechenden Temperatur erhalten wurde, zum Vergleich, so 
ergibt sich ein Sinken des Katalasengehaltes wahrend ein- 
wochiger diffuser Beleuchtung von .0093 auf .0070, d. h. 
eine Abnahme von ca. 25°/,. Man kann erstaunt sein, daf 
bei einer derartig langen Belichtung nur ein so geringer Unter- 
schied beobachtet wurde, namentlich wenn man die voran- 
gehenden Versuche in Betracht zieht. Indessen ist einmal zu 
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beriicksichtigen, da8B die Belichtung fast nur eine diffuse, rela- 
tiv schwache war, sowie andererseits insbesondere daran zu 
denken, da jedenfalls bei langerer Versuchsdauer und schwacherer 
Belichtung die Raupchen imstande sein werden, einen Teil der 
verloren gegangenen Katalase wieder neu zu bilden oder zu 
regenerieren. Obgleich eine derartige Fahigkeit von mir nur 
in einem Falle festgestellt worden ist (siehe spater), hat die 
Annahme ihres Vorhandenseins nichts Unwahrscheinliches, na- 
mentlich wenn man auf Grund der fermentativen Theorie der 
physiologischen Verbrennung, die wenn auch nur_ voriiber- 
gehende Existenz von peroxydiahnlichen Stoffen auch intra 
vitam annimmt. (Siehe iibrigens spaiter die Versuche iiber den 
Einflu8B der Wellenlange des Lichts.) 


3. SchlieBlich kénnte man noch daran denken, daB der 
Temperaturunterschied bei diesen Versuchen eine aus- 
schlaggebende Rolle spielt, und da diese die rasche Zer- 
stérung der Katalase hervorruft. Es ist hierzu zu bemerken, 
da8 unter den biologischen Verhiltnissen, zu deren Analyse 
die vorliegenden Untersuchungen ja beitragen wollen, die 
Wirkung erhéhter Temperatur ebenfalls stets mit der Belichtung 
parallel geht. Da8 auch die Temperatur eine hervorragende 
Rolle bei den phototropen Reaktionen des Porthesia-Raupchen 
spielt, geht ohne weiteres daraus hervor, daS8 die Riaupchen 
im Winter trotz direkter Sonnenbestrahlung nicht aus ihren 
Nestern ausschliipfen, dies jedoch tun, sobald sie Belichtung 
und erhéhter Temperatur ausgesetzt werden. Allerdings wirkt, 
wie schon oben bemerkt wurde, Temperaturerhéhung allein 
nur in geringem MaBe. — Um jedoch auch dieser Méglichkeit 
Rechnung zu tragen, wurden Versuche mit der folgenden 
Anordnung angestellt. 








Versuch 28 (III 39). Aus einem ,,Dunkel‘‘-Neste wurden die Riup- 
chen herausgenommen und zum Teil in ein helles, zum Teil in ein durch 
mehrfache Stanniolumwicklung verdunkeltes Réhrchen gegeben. Beide 
Réhrchen wurden mit einem Wattepfropf verschlossen, und in ein weites 
zweites Rohr, das mit Wasser gefiillt war, durch einen gelochten Kork- 
stopfen hineingesteckt. Beide Réhren wurden unter ganz gleichen Be- 
dingungen 2 Tage in die mittelstarke Sonne (April) gestellt. Es wurden 
,»,Normal-Extrakte hergestellt und je 5 ccm Extrakt mit je 50 ecm 
H,O, gemischt; je 10 ccm titriert. Tempsratur 16.5°. 
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Tabelle 23. 





Hell Dunkel 


Zeit in Min. Liter . 4343 Ky Titer . 4343 Kp Kp: Kua 
. 26. 7 
22. 
18. 
14. 
Ei. 

9. 


(ber. ) — _ 
.00672 1.16 
634 1.15 
640 1.14 
646 1.14 
657 1.14 


PS ES aes Bor) 





Mittel: .00564 Mittel: .00650 
Kp:Kur 1.146 


Versuch 29 (III. 40). Dieselben Riupchen wurden nach weiteren 
28 Stunden, von welchen cs. 6 starke Sonne waren, bei ganz gleicher 
Versuchsanordnung untersucht. Je 50 ccm H,O, + 5 ccm Extrakt; 
je 10 ccm titriert. Temperatur 17.2 bis 17.5°. 


Tabelle 24. 





Hell Dunkel 


Zeit in Min. Titer . 4343 Ka Titer -4343 Kp 


0 3 (ber.) — 
10 23.2 004: ‘ . 00632 
30 9. : 617 
45 ; y 3. 623 
60 a : , 643 
75 2. ; 645 





Mittel: .00429 Mittel: .00632 
Kp:Ku = 1.47 


Aus Versuch 28 und 29 geht mit aller Deutlichkeit her- 
vor, daB die erhéhte Temperatur nicht die Ursache fiir die 
Zerstérung der Katalase innerhalb des lebenden Tierkérpers 
ist, vielmehr die Belichtung. Weiterhin zeigen die Versuche, 
daB das Verhaltnis Kp:Ky innerhalb 28 Stunden (bei zirka 
6 Stunden direkter Sonne) von 1.15 bis auf 1.47 steigen kann. 
Interessant ist es auch festzustellen, daB zwar auch die 
,,Dunkel‘-Raupchen einen kleinen Verlust an Katalase, erlitten, 
daB aber dieser Verlust, wie aus den Zahlen .00650 und .00632 
hervorgeht, im Vergleich zu den sonst beobachteten Unter- 
schieden sehr klein (2.8°/,) ist. 
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§ 18. Dieser bemerkenswerte Umstand, dai der Katalasen- 
gehalt des lebenden Raéupchen im Dunkeln (aber bei er- 
héhter Temperatur) auch nach langerer Versuchsdauer nur 
eine sehr schwache Abnahme resp., wie aus Versuch 25 und 26 
hervorgeht, beim Aufbewahren der Raupchen bei 8 bis 10° 
sogar eine kleine Zunahme erfahrt, fiihrte zu folgender Uber- 
legung. Es erschien nicht ausgeschlossen, da8B im Dunkeln 
bei héherer Temperatur, bei kiirzeren Versuchszeiten gar 
keine Abnahme, sondern im Gegenteil durch die gesteigerte 
physiologische Tatigkeit eine Zunahme des Katalasengehaltes 
stattfindet. Besondere Versuche zur Feststellung dieses Ver- 
haltens bestitigten nun durchaus diesen SchluB. 

Zunachst stellte es sich heraus, dab bereits bei einer 
Temperatur von 8 bis 10° im Dunkeln eine allmahliche Steigerung 


des Katalasengehalts stattfindet. 

Versuch 30 (III, 41 und 44). Aus einem im Keller aufbewahrten 
Dunkelnest wurden einige Raupchen entnommen, welche aber (Ende 
April) bereits aus dem Neste hervorgekrochen waren und auf ihm saBen, 
ein ,, Normal*‘-Extrakt hergestellt und untersucht. Das Nest wurde unter 
den gleichen Bedingungen belassen, ca. 30 Stunden wieder einige Raup- 
chen entnommen, ein ,,Normal‘‘-Extrakt hergestellt und wiederum unter- 
sucht. Je 5 ccm Extrakt wurden mit je 50 ccm H,O, gemischt; je 
10 ccm wurden titiert. 

Tabelle 25. 





I II 
Temp. 17.4° Temp. 16.8° (nach 30 Std.) 


Zeit in Min. Titer .4343 Ky | Zeitin Min. Titer .4343 Kir 


0 .5 (ber.) — 0 27 . 4 (ber.) — 
15 22. .00543 14 22.9 ,00552 
30 9 543 30 18. 545 
45 .6 547 45 15. 575 
60 . 537 60 12. 574 
75 a 525 75 10. 555 


Mittel: .00539 Mittel: .00560 





Wenn schon der beobachtete Unterschied nicht groB ist, 
so ist er doch zweifellos gréBer als die méglichen Fehler, einer- 
seits wegen der RegelmaBigkeit der Konstanten, andrerseits 
wegen der etwas niedrigeren Versuchstemperatur von Versuch II, 
welche den Wert der K,, auBerdem etwas verringert. 

Am besten wird dies langsame Ansteigen des Katalasen- 
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gehaltes der Raupchen bei 8—10" jedoch veranschaulicht 
durch eine chronologische Zusammenstellung der Konstanten 
von ,,Normal‘‘-Extrakten, welche zu den verschiedensten Ver- 
suchszwecken wahrend der Monate Marz—April gemessen 


wurden. 
Tabelle 26. 





Temperatur H,0O,: Konzentration 
wahrend des Reaktionsgemisches Kp 
der Reaktion in ccm KMnO, 


16.2—17. 0° 25.0 .0079 
17.5 26. . 0093 
17.5 27. 0102 
17.4 27 .E 0054) 
16.8 27. 0056 f 
17.0 27 0068 


Die ersten drei Messungen wurden in den ersten 14 Tagen 
nach der Einbringung der Nester angestellt; sie zeigen ein 
stetiges Wachsen der Konstante. Die letzten drei Messungen 
fanden nach einer ca. 10tagigen Pause statt, die sind betricht- 
lich kleiner geworden. Dies letztere Verhalten ist nun_ bei 
langerer Gefangenschaft das allgemeine, insofern als der 
Katalasengehalt gleichsinnig mit den physiologischen Funktionen 
der Raupchen abzunehmen scheint; nach ca. 4 Wochen unter 
den genannten Bedingungen beginnen die Raupchen (jedenfalls 
aus Nahrungsmangel) einzugehen. Man findet dann Kon- 
stanten, die nur wenig den Wert .0030 iiberschreiten. 

§ 19. Bei Versuchen mit héherer Temperatur ergibt sich 
entsprechend dem oben Gesagten eine anfingliche Zunahme 
des Katalasengehaltes in den ersten Tagen, eine deutliche 
Abnahme bei langerer Versuchsdauer. 

Versuch 31 (III. 46, 47b, 48b, 51b). Eine gréBere Anzahl ,,Dunkel*- 
Raupchen wurde zwecks Untersuchung des Einflusses der Wellenlange 
des Lichts in entsprechende Versuchsgliser (siehe die obenstehende Be- 
schreibung) , darunter auch in ein dicht mit Stanniol umwickeltes Rohr 
gebracht und belichtet. Die Temperatur schwankte wahrend dieser Be- 
lichtung zwischen ca. 15 bis 19°. Es wurden nun ,,Normal*-Extrakte 
hergestellt und bei gleicher Versuchsanordnung bestimmt: 

I. von den noch nicht héherer Temperatur ausgesetzten ,, Dunkel*- 
Raupchen; 

II. nach 12stiindigem Stehen bei héherer Temperatur; 

III. nach im ganzen 36stiindigem Stehen bei héherer Temperatur; 

IV. nach insgesamt 96stiindigem Stehen bei héherer Temperatur. 
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Tabelle 27. 





I II 
Temp. 17.0° Temp. 16.8 bis 17.0° nach 12 Std. 


Zeit in Min. Titer . 4343 Ky | Zeit in Min. Titer . 4343 Kir 


0 127. — 
14 | 22. . 0067 
30 i = 65 
45 3. 68 
60 10. 69 
75 8. 70 

Mittel: . 0068 Mittel: . 0076 


27 . 4 (ber.) 
21.1 
15.2 
10.6 
7.3 


saow~ 
again oS 





iit IV 
Temp. 16.8 bis 17.2° nach 36 Std.| Temp. 16.0 bis 16.8° nach 96 Std. 


Zeit in Min. Titer . 4343 Ky] Zeit in Min. Titer . 4343 Kiy 
0 27 . 4 (ber. ) — 0 
20 31.7 . 0051 20 : : 
40 17.0 52 40 a 44 
60 13.0 54 60 , 46 
80 10.1 54 81 F 45 
100 8.0 54 100 ‘ 46 
Mittel: . 0053 Mittel: . 0045 





Der Versuch zeigt, daB nach 12 Stunden eine deutliche 
Vermehrung, nach 36 Stunden dagegen schon eine entsprechende 
Verminderung des Katalasengehaltes eingetreten ist, welche 
nach 96 Stunden zu einem noch niedrigeren Gehalte fiihrt. 
Bei erhéhter Temperatur (15 bis 19°) erfahrt mit andern Worten 
der Katalasengehalt der lebenden Raiupchen im Dunkeln ge- 
nau dieselben Verainderungen wie bei niedrigerer Temperatur 
(8 bis 10°); nur findet der An- und Abstieg bei héherer Tem- 
peratur bedeutend friiher statt als bei niederer. Diese Tat- 
sachen stehen vollkommen im Einklang mit der Annahme, da8 
durch die physiologische Tatigkeit der Raupchen sowohl der 
Katalasengehalt erhéht werden kann, als auch damit, daB8 
dieser ProzeB durch Temperaturerhéhung beschleunigt wird. 
Gleichzeitig aber erfaihrt bei héherer Temperatur auch ein die 
Katalase zerstérender ProzeB eine Beschleunigung, so daB hier 
auch die schlieBliche Abnahme des Katalasengehaltes friiher 
erfolgt als bei niederer Temperatur. 

§ 20. Beim Studium des Einflusses der Wellenlinge des 
Lichts auf den Katalasengehalt der lebenden Raupchen erhielt 
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ich ziemlich komplizierte Resultate. Die Versuchstechnik war 
genau die in den vorigen zwei Abschnitten beschriebene, nur 
wurden statt der Lésungen lebende ,,Dunkel‘‘-Raupchen in die 
inneren Reagensréhren gebracht, sowie die letzteren mit Watte 
verschlossen. Zuniachst seien drei Versuche beschrieben, welche 
mit Raupchen angestellt wurden, die relativ kurze Zeit hinter 
den Farbfiltern gewesen und noch simtlich lebendig waren. 

Versuch 32 (III. 47). Die Raupchen eines Dunkelnestes wurden 
in 4 Versuchsglisern, welche entsprechend der obigen Beschreibung vor- 
gerichtet waren, verteilt und 10 Stunden lang schwacher Sonne (April) 
ausgesetzt. Es wurden ,,Normal‘‘-Extrakte hergestellt, je 5 com Extrakt 
mit 50 ecm H,O, gemischt und immer 10 cem titriert. Temperatur 16.8 


bis 17.0°. 
Tabelle 28. 





Hell Dunkel Gelb Violett 
Titer 4343 Ky Titer -4343 Kp Titer .4343 Ke 4343 Ky 


27.4(ber.) — 427. 4(ber. — {27. rr. 27. , 

22.9 . 00519 }21.1 . 00756 ; . 00854 }22. . 00583 
18.1 514]15.2 731 . 818}17. 542 
14.3 512110.6 767] 9. 804 }13. 547 
11.0 528] 7.3 766] 7. 790 }10. 539 


Mittel: .00518 Mittel: .00755 Mittel: .00817 Mittel: .00543 
Ku: Kp: Kg: Ky = 0.68:0.92:1:0.66 














Versuch 33 (III. 48). Ein Teil derselben Raupchen, von denen 
einige in Versuch 32 untersucht wurden, blieben weitere 24 Stunden dem 
Licht ausgesetzt; sie erhielten dabei ca. 4 Stunden ziemlich kraftige 
Sonne (April). Versuchsanordnung dieselbe wie in Versuch 30, Tem- 


peratur 16.8 bis 17.2°. 
Tabelle 29. 





Hell Dunkel Gelb Violett 


Titer .4343 Ku Titer .4343 Kp Titer . 4343 Ka Titer .4343 Kv 
. 4(ber.) — 4 (ber —_ 27. 4(ber.) a . A(ber.) — 

5 . 00333 ms . 00507 {21.3 . 00547 1 . 00467 
me 338 0 518 }16.3 564 .9 482 
.6 326 .0 §39 112.3 579 |13.9 490 
.4 349 }10.1 542] 9.3 587 5 471 
.0 359} 8.0 535] 7.4 569 .4 465 


Mittel:.00341 Mittel:.00528 Mittel:.00569 Mittel: .00475 
Ku: Kp: Ke: Ky = 0.60:0.93:1:0.82 














1) Beim ,,Hell‘‘-Versuch wurde bereits nach 59 Minuten titriert. 
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Versuch 34 (III. 51). Dieselben Riupchen, von denen in Ver- 
such 32 und 33 einige in bezug auf ihren Katalasengehalt untersucht 
wurden, wurden weitere 62 Stunden dem Lichte ausgesetzt, so daB sie 
insgesamt 96 Stunden (4 Tage) belichtet gewesen waren. Im Gegensatz 
indessen zu den ersten 34 Stunden erhielten die Raupchen wihrend der 
letzten 62 Stunden keinen Tag direkte Sonne, waren vielmebr nur 
diffusem Licht von meist stark bewélktem Himmel (meist Regen, April) 
ausgesetzt. Versuchsanordnung die gleiche wie in vorigen Versuchen. 
Temperatur 16.0 bis ca. 16.8°. 


Tabelle 30. 











Hell Dunkel 
Zeit in Min. Titer . 4343 Ky] Zeit in Min. Titer . 4343 Kp 
0 27.2 (ber.) — 0 27.2 (ber.) — 
19 22.9 0040 20 22.4 .0042 
40 18.7 41 40 18.2 44 
60 15.2 42 60 14.4 46 
80 13.3 44 8] 33.7 45 
101 9.7 44 100 9.4 46 
Mittel: .0042 Mittel: .0045 
Gelb Violett 
Zeit in Min. Titer .4343 Kg j Zeit in Min. Titer .4343 Ky 
0 27.2 (ber.) — 0 27.2 (ber.) — 
19 22.4 .0044 20 22.9 . 0037 
40 17.7 47 40 19.3 37 
60 13.4 51 60 15.8 39 
81 10.4 52 80 13.4 38 
100 9.0 48 100 11.0 39 
Mittel: .0048 Mittel: .0038 


Ku: Kp: Kg: Ky = 0.88:0.94:1:0.79 


Diese Versuche (32, 33 und 34) zeigen nun folgende inter- 
essante Resultate. 

Zunichst fallt in allen drei Versuchen auf, da die beste 
Konservierung der Katalase nicht im Dunkeln, sondern im 
gelben Lichte stattfand, im Gegensatz zu dem Verhalten der 
Fermentlésungen und der Reaktionsgemische, welche in den 


vorigen zwei Abschnitten untersucht wurden, und die im Dun- 
keln am wenigsten geschadigt wurden. Es ist nun zuniachst 
daran zu denken, daB8B méglicherweise irgend eine Undichtig- 
keit in der Stanniolumhiillung hierfiir verantwortlich zu machen 
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ist. Indessen wurde das besagte Verhalten bei allen dies- 
beziiglichen Versuchen (soweit es sich um lebende Tiere han- 
delt) und bei sorgfailtigster und ca. 20facher, mit Gummi ver- 
klebter Stanniolumhillung wiedergefunden. Dieselben Umhiil- 
lungen, ja sogar solche aus weniger Schichten Stanniol, gaben 
bei den Versuchen mit Fermentextrakten und Reaktions- 
gemischen die entgegengesetzten Resultate. Es bleibt daher 
nichts anderes tibrig, als die Richtigkeit des genannten Resul- 
tates anzunehmen. 

Was das Verhiltnis Kg:Kg anbetrifft, so ist dasselbe 
0.92, 0.93, 0.94; d. h. es nahert sich im Laufe des Versuchs 
stetig 1. Wir werden spater sehen, daS8 bei noch langerer 
Versuchsdauer es gleich 1 werden und sich damit den an Fer- 
mentextrakten und Reaktionsgemischen gemachten Erfahrungen 
nahern kann. 

Endlich sei noch besonders betont, daB auch im gelben 
Lichte, und zwar in noch gréBerem Umfang als im Dunkeln, 
eine anfangliche Steigerung des Katalasengehaltes statt- 
findet. Es scheint so, als wenn wir es in der Tat hier mit 
einer Reaktion zu tun haben, welche von Strahlen kiirzerer 
Wellenlinge beschleunigt, von solchen gréBerer Wellenlange 
aber verzégert wird (siehe die Diskussion iiber die ,,Violett*‘‘- 
Versuche), in ahnlicher Weise, wie es von Trautz und Thomas 
fiir eine grofe Anzahl gewohnlicher chemischer Reaktionen ge- 
funden worden ist. 

Der Wert der ,,Dunkel‘*-Konstanten nimmt bei den hier 
geschilderten Versuchen bereits stetig ab. Hinzu gehort in- 
dessen der in Tabelle 27 unter I angefiihrte Versuch, welcher 
das Anwachsen der Konstante innerhalb der ersten zehn Stun- 
den zeigt. 

Bemerkenswert ist auch das Verhalten der ,,Hell‘‘-Kon- 
stanten. Wahrend der ersten 10 Stunden (verglichen mit der 
anfainglichen ,,Dunkel‘‘-Konstante I, Tabelle 27) sowie auch 
wahrend der ersten 34 Stunden direkter Sonnenbelichtung nimmt 
dieselbe deutlich ab, wie dies bereits schon friiher geschildert 
worden ist. Wahrend weiterer 62 Stunden aber waren die 
Raupchen nur schwachem diffusem Himmelslicht, unter Herab- 
setzung jedenfalls auch der Temperatur, um schatzungsweise 
3 bis 4° (eine spezielle Messung habe ich leider verséumt) aus- 
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gesetzt gewesen, mit dem Resultate, daS die Konstante resp. 
der Katalasengehalt sich erhéhte. Ich méchte nicht zu be- 
merken unterlassen, da8 ich nur tiber diese eine Beobachtung 
verfiige, und eine weitere Priifung der Annahme, ob tatsichlich 
auch im diffusen schwachen Lichte ebenfalls eine Vermehrung 
resp. Regeneration der Katalase, wie sie sicher im Dunkeln 
stattfindet, mdglich ist, fiir notwendig halte. Indessen sprechen 
mehrere Punkte zugunsten der Allgemeingiiltigkeit dieses einen 
Resultates. 

Zuniichst habe ich mehrere Male die Erfahrung gemacht, 
da8 sowohl Raupchen bei ungefaihr gleicher Temperatur im 
diffusen Licht langer am Leben blieben, als auch nach kiirzerer 
intensiver Sonnenbestrahlung (bei welcher die Raupchen bald 
fast unbeweglich werden) sich erholten, wenn sie wieder ins 
Dunkle oder in diffuses Tageslicht gestellt wurden. Die hier- 
durch hervorgebrachte Steigerung der allgemeinen physiologi- 
schen Tatigkeit macht auch die Fiahigkeit einer Regenera- 
tion der durch intensivere Belichtung zerstérten Katalase 


wahrscheinlich. 
Ferner aber spricht sowohl das Verhalten der Raupchen 


im violetten alsauchim gelben Lichte fiir eine Regenerations- 
fahigkeit der Katalase unter dem EinfluB des gemischten Lichtes. 
Die ,,Violett‘‘-Konstanten zeigen in Tabelle 28 bis 30 zunichst 
eine stetige aber relativ kleine, dann aber, nach langerer Zeit 
eine ganz auBerordentlich starke Abnahme, wahrend gleich- 
zeitig die ,,Hell‘‘-Konstante steigt. Auf der andern Seite wurde 
schon betont, daB im gelben Lichte anfangs eine ganz be- 
deutende Vermehrung des Katalasengehaltes auftritt, und daB 
durchweg in allen Versuchen, bei welchen lebende Raupchen 
untersucht wurden, die Konstanten hédhere Werte im gelben 
Lichte als im Dunkeln aufweisen. Dies zweifache Verhalten 
legt nun den Gedanken nahe, da8 bereits die im gemischten 
oder weiBen Licht enthaltenen gelben und roten Strahlen ge- 
niigen, um bei geringer Lichtintensitat eine Vermehrung 
oder Regeneration der Katalase zu bewirken. Es mu8 auch 
daran erinnert werden, deaf bei triibem, regnerischem Wetter 
(wie es wahrend der letzten 62 Stunden des Versuches herrschte), 
durch den in der Luft enthaltenen Wasserdampf insbesondere 
auch die violetten resp. ultravioletten Strahlen absorbiert wer- 
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den, so da8 von vornaherein ein Licht mit einem gréBeren 
Prozentsatz roter und gelber Strahlen zur Verwendung kam. 

Alle diese Punkte sprechen zugunsten der Annahme, dali 
eine Vermehrung der Katalase auch durch schwache diffuse 
Belichtung der Raupchen auf Grund der _ beschleunigenden 
Wirkung der im gemischten Lichte enthaltenen gelben und roten 
strahlen mdglich ist. 

§ 21. Dehnt man die Versuche noch weiter aus, so fangen 
die Raupchen an einzugehen. Gleichzeitig werden die in ihnen 
enthaltenen Katalasenmengen in recht komplizierter Weise ver- 
andert. Es ist zunichst von Interesse festzustellen, in welcher 
Reihenfolge die Raupchen absterben. In zwei ausgedehnteren 
diesbeziiglichen Versuchen fand ich beide Male dieselbe Reihen- 
folge: Zuerst starben die Raupchen im farbigen Lichte, und 
zwar am schnellsten im gelben, dann im violetten. Es folgten 
darauf die im Dunkeln gehaltenen Raupchen, wahrend die dem 
gemischten Lichte ausgesetzten stets am lingsten lebendig 
blieben. Es ist dieser letztere Punkt von besonderer 
Wichtigkeit fiir die biologische Theorie des Photo- 
tropismus, indem er namlich zeigt, daB die normale 
positiv phototrope Reaktion, welche zu einer Belich- 
tung der Raupchen fiihrt, in der Tat ein lebenserhal- 
tender Vorgang ist. 

Vergleicht man nun den Katalasengehalt sterbender oder 
bereits abgestorbener Raupchen, so erhalt man folgende Er- 
gebnisse. 

Zunichst mu8 darauf hingewiesen werden, daB bereits in 
Versuch 34 (Tabelle 30) unter dem gelben und violetten Lichte 


einige Raupchen abgestorben waren, mehr dabei unter dem 


ersteren als unter dem zweiten. Untersucht wurden indessen 
nur lebende Raupchen. Indessen zeigt bereits dieser Versuch 
zwei Erscheinungen, welche fiir die Variation des Katalasen- 
gehaltes absterbender Raupchen charakteristisch sind: Die ,,Gelb‘‘- 
Konstante nahert sich immer mehr der ,,Dunkel‘‘-Konstanten 
resp. nimmt schneller als diese ab; die ,,Violett‘‘-Konstante sinkt 
rapid unter den Wert der ,,Hell‘‘-Konstanten. Bei einem 
andern, von Versuch 32—34 unabhingigen Versuch, bei welchem 
die Raupchen ca. fiinf Tage belichtet gewesen waren, und 
im gelben VersuchsgefaB bereits einige tote Raupchen gefunden 
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wurden, erhielt ich von lebenden Raupchen folgende Kon- 
stanten. Versuch 35 (III. 45). 


Tabelle 31. (Versuch 35. III, 45.) 





Temp. 17.6° Hell Temp.17.6° Dunkel 


Zeit in Min.| ‘Titer 4343K n [Zeit in Min.| Titer | .4943Kp 


0 27 . 6 (ber.) — 0 . 6 (ber.) -- 
15 22.0 . 0066 15 .5 . 0072 
30 Mae 68 30 .6 74 
45 13.5 ; 45 <a 75 
60 10.8 60 0 74 
75 8.8 75 4 69 


Mittel: . 0067 Mittel: . 0073 





Temp. 17.6° Gelb Temp.17.6° Violett 


Zeit in Min. Titer .4343 Kg |Zeit in Min. Titer .4343 Ky 

0 27 . 6 (ber.) — 0 27 . 6 (ber.) — 

14 21.8 . 0072 14 22.7 . 0061 
30 — — 30 _ — 
45 13.0 . 0073 45 14.7 . 0061 
60 10.0 74 60 12.0 60 
75 — — 75 -- — 


Mittel: . 0073 Mittel: . 0061 
Ku: Kp: Ke: Ky = 0.92:1:1:0.83 


Tabelle 31 (Versuch 35, III. 45) zeigt, daB das in Versuch 34 
(Tabelle 30) gefundene Verhalten allgemeingiiltig zu sein scheint. 
Denn auch in diesem zweiten Versuche kommen sich die 
,,Dunkel‘‘- und ,,Gelb‘‘-Konstante so nahe, daf sie sogar den- 
selben Zahlenwert besitzen. Andererseits ist aber auch das 
charakteristische und nur bei langerer Versuchsdauer zu _ be- 
obachtende Verhalten der ,,Violett‘‘-Konstanten wiederzufinden: 
sie sinkt deutlich, wenn auch nicht so stark wie in Versuch 34 
unter den Wert der ,,Hell‘‘-Konstanten. 

Wartet man endlich so lange, bis die Raupchen in farbigen 
VersuchsgefaBen vollstindig, im Dunkeln zum Teil abgestorben 
sind, so erhalt man, wenn man ,,Normal‘‘-Extrakte der toten 
Raupchen im Gelb und Violett, der noch lebenden im Dunkeln 
und Hellen untersucht, folgende Resultate. 
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Versuch 36 (III. 35). Die Raupchen eines ,,Dunkel‘‘-Nestes wurden 
in 4 entsprechend vorgerichtete VersuchsgefaBe verteilt und in die Sonne 
gestellt. Sie wurden sechs Tage lang ziemlich kraftig belichtet. Am 
fiinften Tage war iiber die Hialfte der Raupchen im gelben Licht ge- 
storben; die iibrigen verendeten wihrend des sechsten Tages. Im vio- 
letten Licht waren am fiinften Tage nur sehr wenige (vielleicht 3 unter 50), 
am sechsten jedoch alle gestorben. Die im Dunkeln und im gemischten 
Licht aufbewahrten waren am fiinften Tag noch simtlich lebendig; am 
sechsten starben etwa 6 unter ca. 50 Raiupchen im Dunkeln. Es wurden 
in beschriebener Weise ,,Normal‘‘-Extrakte hergestellt und wie gewéhn- 
lich untersucht. Temperatur 17.5 bis 17.8. 


Tabelle 32. 





Hell Dunkel Gelb Violett 
Titer .4343Ku Titer - 4343Kp Titer .4343Ko6 Titer 4345 Ky 


27. 1(ber.. — [27.1 (ber- — 27.l(ber.. — 27 . liber a 

21.4 . 00684 120. § . 00752 ]24.0 . 00352 123.3 . 00437 
16.8 692 |16.¢ 763 (21.5 335 }20.5 404 
13.1 702 |12. 770 19.3 394 117.8 406 
10.8 666] 9. 759 117.5 316 }15.6 400 
8.2 692 ; 744/15.9 309 {13.8 391 


Mittel: . 00687 Mittel:.0075S Mittel:. 00341 Mittel:. 0040S 
Ku: Kp: Ko: Kv =0.96:1:0.41:30.52 














Die Resultate dieses Versuches haben nur einen bedingten 
Wert, einmal weil der Katalasengehalt toter und lebender 
Raupchen miteinander verglichen wurde, andererseits darum, 
weil die Raupchen im gelben Lichte eher starben als die im 
violetten und darum als Kadaver langere Zeit der zerstoren- 
den Lichtwirkung ausgesetzt waren, Die gewaltige Abnahme 
des Katalasengehaltes in toten belichteten Raupchen beruht 
wohl zweifellos zum Teil auf dem Umstande, daB die physio- 
logische Tatigkeit im Sinne einer Neuproduktion des Ferments 
in Wegfall kommt. In demselben Sinne wird auch das Sinken 
der ,,Gelb‘‘-Konstante unter den Wert aller iibrigen Kon- 
stanten, ein Verhalten, das sonst in keinem einzigen Versuche 
beobachtet wurde, auf diesen Umstand zuriickzufiihren sein. 

Interessant ist indessen, daB auch bei einer so groSen 
Versuchsdauer der Sinn des Unterschiedes zwischen ,,Hell** und 
,.Dunkel** derselbe bleibt, obschon die Zahlen sich sehr nahe 


kommen. 
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§ 29. Fragt man nun nach den Beziehungen zwischen dem 
Katalasengehalt und der Verderblichkeit des Lichtes, so kommen 
fiir eine derartige Verkniipfung naturgemai8 nur Versuche in 
Betracht, welche an noch lebenden Réaupchen angestellt 
wurden, d. h. Versuch 34 und 35 (Tabelle 30 und 31). Es er- 
gibt sich sodann die bemerkenswerte Tatsache, da8B die Riup- 
chen mit dem gré8ten Katalasengehalt (die unter dem 
gelben Licht gehaltenen) am ehesten sterben. Dieses Er- 
gebnis ist ein durchaus regelmaBiges und sicheres. Weiterhin 
verwickeln sich die Verhiltnisse, insofern als nicht die im 
Dunkeln gehaltenen Raupchen, welche den zweitgréBten Kata- 
lasengehalt, sondern die dem violetten Licht ausgesetzten, 
welche in den spiteren Versuchsstadien den kleinsten Katalasen- 
gehalt besitzen, zu zweit umkommen. Zuletzt sterben im ge- 
mischten Lichte die Raupchen mit einem Katalasengehalt, der 
zwar ebenfalls sehr klein, nach den Versuchen indessen in 
spaiteren Stadien stets gréBer als der der ,,Violett‘‘-Raiupchen 
ist. Wiirde also die Sterblichkeit ohne weitere Komplikationen 


parallel mit dem Gehalte an Katalase gehen, so sollte der 


Sterblichkeitsreihe gelb > violett > dunkel > hell eine gleich- 
sinnige Abnahme des Katalasengehaltes entsprechen. Statt 
dessen finden wir den Katalasengehalt in der Reihe gelb > 
dunkel > hell > violett abnehmen, oder es sterben die Raupchen 
mit dem gréB8ten und mit dem kleinsten Katalasengehalt 
zuerst, wahrend die Sterblichkeit im Dunkeln und Hellen wie- 
der parallel mit dem Katalasengehalt verlauft. 

Die wahrscheinlichste Erklarung erscheint mir die folgende: 
Die Zerstérung der Katalase, die in der Reihenfolge gelb< 
dunkel < hell parallel mit der Sterblichkeit laiuft, ist nur bis 
zu einem bestimmten Grade der Verminderung ein 
lebenserhaltender Vorgang. Wird die Katalase in einem 
zu groBen Mafe vernichtet, wie dies ein langeres Verweilen in 
violettem Lichte mit sich bringt, so sinkt der Katalasengehalt 
unter das Minimum, welches zur Erhaltung der physiologischen 
Funktionen, insbesondere der oxydativen Vorginge, an welchen 
die Katalase beteiligt ist, nétig ist, und die anfangs lebens- 
erhaltende Reduktion derselben wird zu einem schadlichen Vor- 
gang. Man braucht zur Begriindung dieser Erklarung durchaus 
nicht weit auszuholen. Die oft gefundene und wahrscheinlich 
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gesetzmaBige Umkehrung der phototropen Reaktion  vieler 
Organismen bei zu starker Belichtung sowie die hier be- 
schriebene Tatsache, da} auch im gemischten Lichte bei langerer 
Einwirkung die Raupchen unter einem starken Katalasenverluste 
sterben, rechtfertigt diese Erklarung. Warum die Zerstérung 
gerade im violetten Licht bei langerer Versuchsdauer eine so 
intensive ist, wurde schon weiter oben erértert. Sehr wahr- 
scheinlich beruht sie auf der Notwendigkeit der gelben Strahlen 
fiir eine physiologische Neubildung der Katalase resp. auf der 
Unmoglichkeit der Raupchen, im violetten Lichte die zerstérte 
Katalase wenigstens teilweise wieder zu regenerieren. Dies wird 
dadurch sehr nahegelegt, dai bei allen Belichtungsbedingungen 
auBer im violetten Lichte, ja sogar bei schwachem ge- 
mischtem Licht bei héherer Temperatur eine anfangliche Ver- 
mehrung der Katalase eintritt, die am starksten im gelben 
Lichte, schwacher im Dunkeln und am geringfiigigsten im 
schwachen gemischten Lichte ist. 

Diese Versuche fiihren zusammengefalit zu folgenden Satzen. 
Die Sterblichkeit der Porthesia-Raupchen bei wechselnden Be- 
lichtungsbedingungen, insbesondere mit Beriicksichtigung des 
Einflusses von Licht verschiedener Wellenlange geht zunachst 
parallel mit dem Katalasengehalt, insofern als der Sterblichkeits- 
reihe gelb ~dunkel >hell eine Reihe des Katalasengehaltes 
gelb > dunkel > hell entspricht. Geht die Zerst6rung der Kata- 
lase zu weit. wie dies im violetten Lichte bei langerer Ver- 
suchsdauer geschieht, so wird ebenfalls eine starke Schadigung 


hervorgerufen, welche also aus den entgegengesetzten Griinden 


stattfindet. Dies letztere entspricht dem biologischen Verhalten 


vieler positiv phototroper Organismen, insofern als bei zu in- 
tensiver Beleuchtung (entsprechend zu intensiver ZerstOrung 
der Katalase) der Sinn der tropischen Reaktion sich umkehrt. 

§$ 23. Zum Schlusse dieses Teils méchte ich noch einige 
Beobachtungen mitteilen, welche zwar nicht auf den Katalasen- 
gehalt der Raupchen Bezug haben, wohl aber sonst von einigem 
Interesse sind. 

Es wurde schon oben erwahnt, dai der aus .,.Dunkel*- 
Raupen hergestellte ,, Normal*:-Extrakt im allgemeinen eine mehr 
violettbraunliche Farbe hat, im Gegensatz zu den aus_ be- 
ichteten Raupchen hergestellten Fermentlésungen. welche mehr 
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gelblichbraun waren. Dieser Unterschied wurde nun durch- 
gaingig bei allen in Betracht kommenden Extrakten wieder- 
gefunden, und es ist nach ein wenig Cbung leicht, zwei derartige 
Extrakte bereits an ihrer Farbung zu unterscheiden. 

In entsprechender Weise machen sich auch Unterschiede 
bei Extrakten geltend, welche aus Raiupchen hergestellt wurden, 
die farbigem Lichte ausgesetzt gewesen waren. So finden sich 
in meinen Versuchsnotizen fiir die Farbungen der in Versuch 36 
(Tabelle 32) untersuchten Extrakte folgende Bezeichnungen: 
Gelb-E.: intensiv gelblich, Violett-E.: weniger gelblich, dann 
folgen in bezug auf Gelb: Dunkel >Hell. Zwischen Dunkel 
und Hell wenig Unterschied. Vergleicht man diese Reihen- 
folge: gelb >viviett >dunkel™>hell mit der Reihenfolge des 
Katalasengehalts: dunkel > hell > violett >gelb, so findet man, 
abgesehen von der Stellung des ,,dunkel‘‘ genau die entgegen- 
gesetzte Ordnung. Sehen wir von dem Farbenunterschied zwischen 
hell und dunkel, der ausdriicklich als ,,wenig‘‘ bezeichnet wurde, 
ab, so ergibt sich, dafS die Extrakte um so gelblicher sind, je 
weniger Katalase sie enthalten. — BRemerken méchte ich noch, 
daB8 diese Notizen iiber die Farbung der Extrakte vor der 
Untersuchung ihres Katalasengehaltes gemacht wurden. 


Eine andere Beobachtung, die ein eingehenderes Studium 
verdiente, ist die, daSB das Gewicht der Raupchen je nach 
den Belichtungsbedingungen variiert. Fiir gewohnlich wurden 
zur Herstellung eines ,,Normal‘‘-Extraktes eine bestimmte An- 
zahl Raupchen abgezihlt und mit der gleichen Zahl Kubik- 
zentimeter Chloroformwasser verrieben. Im Laufe der Versuche 
fiel es nun aber auf, da®, diese Raupchen zuweilen deutlich ver- 
schiedene GréBe, insbesondere Dicke hatten, und die Gewichts- 
bestimmung zeigte, daB auch ihr Gewicht verschieden war. So 
wogen je 20 Raupchen, welche zur Herstellung der Extrakte 
von Versuch 36 benutzt wurden: 


Hell: 50mg; ein Raupchen = 2.5 mg 
Dunkel: 35 ,, __,, m = 18 ,. 
Gelb: 32 ,, _,, ‘ = 1.6 ,, 
Violett: 30 ,, _,, 7 a= 15 ,, 


Die Unterschiede sind also sehr betriachtlich. In einem 
andern, hier nicht mitgeteilten Versuch, bei dem die ,,Hell*- 
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Raéupchen nur ca. 2 Tage belichtet worden waren, war der 
Unterschied zwar kleitier, jedoch gleichsinnig: 
Hell: 20 Raupchen wogen 40 mg 
Dunkel: 20 ‘ » = ss 
In einem dritten Falle dagegen, in welchem die Raupchen 
ebenfalls nur 2 Tage belichtet gewesen waren, war der Unter- 
schied wieder sehr deutlich (siehe Versuch 28, Tabelle 23). 


Hell: 20 Raupchen wogen 50 mg 
Dunkel: 20 n » Dw 
usw. 


Die Unterschiede zwischen ,,Hell‘‘- und ,,Dunkel‘‘-Raupchen 
haben also immer den gleichen Sinn: die Raupchen nehmen 
deutlich bei Belichtung an Gewicht zu. Es erinnert dies sehr 
interessante Verhalten an die Versuche von M. von Linden’) 
iiber die Gewichtszunahme von Schmetterlingspuppen in kohlen- 
siurereicher Atmosphire. — Ein Zusammenhang zwischen der 
Gewichtsvermehrung und der Anderung des Katalasengehaltes 
laBt sich auf Grund der obigen Versuche mit farbigem Licht 
nicht feststellen. 

§ 24. Zusammenfassung. Die wichtigsten Resultate und 
Folgerungen der in Abschnitt C mitgeteilten Versuche sind 
folgende : 

1. Gleich den Fermentlésungen und Reaktionsgemischen er- 
leiden auch die lebenden Raiupchen von Porthesia chrysorrhoea 
bei Belichtung einen betriichtlichen Verlust an Katalase. Dies 
wurde durch Untersuchung von ,,Normal‘‘-Extrakten von Raup- 
chen, die im Dunkeln, und solchen, die im natiirlichen Licht 
gehalten wurden, festgestellt. Dieser Unterschied ist auch bei 
Beriicksichtigung der Temperatur sowie bei Benutzung des 
Materials aus einem Neste stets vorhanden. 

2. Im Dunkeln findet sowohl bei einer Temperatur von 
8 bis 10°, als auch von 15 bis 19° anfanglich eine Vermehrung 
der Katalase statt, welche aber bei langerer Versuchsdauer 
regelmaBig in eine Abnahme der Katalase iibergeht. Dieser An- 
und Abstieg findet viel schneller bei der genannten hoheren 
als bei der tieferen Temperatur statt. Die anfangliche Ver- 


1) M. von Linden: Siehe die zusammenfassenden Autorreferate 
im Zool. Zentralblatt. 
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mehrung ist jedenfalls auf eine Steigerung der physiologischen 
Funktionen infolge der im Vergleich zur Cbherwinterungstempe- 
ratur der Nester (nicht iiber 6°) in beiden Fallen héheren Ver- 
suchstemperatur zuriickzufiihren. 

3. Der Einflu8 der Wellenlinge des Lichts auf den Kata- 
lasengehalt lebender Raupchen ist ein ziemlich verwicke!ter. 

Wahrend der ersten ca. 3 Versuchstage nimmt der Kata- 
lasengehalt in folgender Reihenfolge ab: Gelb > Dunkel > Vio- 
lett >Hell. Es zeigt sich insofern ein wichtiger Unterschied 
im Vergleich zu dem entsprechenden Verhalten von Ferment- 
extrakten und Reaktionsgemischen, als im gelben Lichte der 
gréBte Katalasengehalt gefunden wurde. Der Grund _hierfiir 
liegt darin, da zunichst die anfiaingliche Steigerung des Kata- 
lasengehaltes, wie sie im Dunkeln bereits festgestellt wurde, 
auch im gelben Lichte, aber hier in einem noch gréBeren 
Umfang stattfindet. Sodann wird auch die Konservierung der 
Katalase resp. vielleicht die physiologische, der Lichtzerstérung 
entgegenwirkende Neubildung der Katalase durch die gelben 
Strahlen begiinstigt. Im Gegensatz hierzu laBt sich im violetten 
Lichte keine anfaingliche Vermehrung beobachten; der Gehalt 
nimmt mit der Belichtung stetig ab. Es scheint also die physio- 
logische Bildung der Katalase ein Prozef zu sein, welcher im 
Vergleich zur Dunkelreaktion durch gelbe Strahlen begiinstigt, 
durch violette dagegen gehemmt wird, in ahnlicher Weise, wie 
dies von Trautz und Thomas fiir gewéhnliche chemische 
Reaktionen gefunden worden ist. — Eine voriibergehende Ver- 
mehrung der Katalase auch im gemischten, aber schwachen 
diffusen Licht, welche voraussichtlich auf die Wirkung der im 
gemischten Licht vorhandenen gelben Strahlen zuriickzufiihren 
ist, wurde einmal beobachtet. 

Bei langerer Versuchsdauer (iiber 3 Tage) sterben die Raup- 
chen bei gleichen Temperatur- usw. Bedingungen in folgender 
Reihenfolge: Gelb, Violett, Dunkel, Hell. Es zeigt sich also, 
da8 die normale positiv phototrope Reaktion der Raupchen in 
der Tat eine lebenserhaltende ist, ein Umstand, der fiir die 
physiologische Theorie des Phototropismus von Wichtigkeit ist. 
Beim Vergleich der Sterblichkeit mit dem Katalasengehalt von 
zwar noch lebenden, aber kurz vor dem Absterben befindlichen 
Raupchen ergibt sich, mit Ausnahme zunichst von ,,Violett* 
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dali die Raupchen mit dem héchsten Katalasengehalt 
am ehesten sterben, der Katalasengehalt nimmt in diesen 
Versuchsstadien ab in der Reihenfolge: Gelb > Dunkel > Hell; 
die gleiche Reihe zeigt die Sterblichkeit. Im _ violetten Licht 
nimmt der Katalasengehalt waihrend der letzten Lebenszeit der 
Raiupchen auBerordentlich stark ab und sinkt unter siimtliche 
anderen Werte. Trotzdem sterben die Raupchen nicht am 
spatesten, sondern nach den im gelben Licht gehaltenen. Der 
Grund hierfiir liegt, wie des naheren auseinandergesetzt wird, 
mit groBer Wahrscheinlichkeit darin, daB ebenso, wie zu inten- 
sive Beleuchtung eine Umkehrung der positiven phototropen 
Reaktion vieler Tiere in eine negative Reaktion veranlaBt, auch 
eine tibermiafige Zerstérung der Katalase schadlich wirkt. 
Diese iibermaibige Zerstérung der Katalase im violetten Lichte 
wird darauf zuriickgefiihrt, da das violette Licht, wie schon 
aus dem Fehlen der sonst allgemein gefundenen anfianglichen 
Steigerung des Katalasengehaltes hervorgeht, jede Neubildung 
oder Regeneration der zerstérten Katalase hindert. 

4. Weiterhin wurde eine Variation der Fairbung der Ex- 
trakte, die aus unter verschiedenen Belichtungsbedingungen ge- 
haltenen Raupchen hergestellt wurden, beobachtet. Die Extrakte 
aus ,,Dunkel‘‘-Raupen waren weniger gelblich als die der 
,.Hell*-Raupen gefirbt. Ein Vergleich zwischen dem Eintlub 
der Wellenlange des Lichts auf den Katalasengehalt und die 
Farbung der Extrakte ergab, daB die Extrakte um so gelb- 
licher sind, je weniger Katalase sie enthalten. 

Endlich wurde gefunden, dal} die Raupchen im Hellen im 
Vergleich zu den ,,Dunkel‘‘-Raiupchen regelmaBig an Gewicht 
zunehmen. Ein Zusammenhang zwischen dieser Gewichtsver- 
ainderung und dem Katalasengehalt lieB sich nicht feststellen; 
die Gewichte der Riupchen nahmen in einem Versuch tber den 
Einflu8 farbigen Lichts ab in der Reihenfolge: Hell > Dunkel 
Gelb > Violett, der Katalasengehalt in der Reihe: Dunkel > 
Hell > Violett > Gelb. 


il. Uber die Lichtempfindlichkeit tierischer Peroxydasen. 


§ 25. Wie schon oben erwilnt, liefern die Methoden, 
mittels derer man einen peroxydasehaltigen Extrakt auf seinen 
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Peroxydasengehalt untersuchen kann, zurzeit keine quantitativen 
Resultate. Auch der niachstliegende Versuch, durch colori- 
metrische Bestimmung eine annahernd quantitative Schatzung 
der Tiefe der Farbung und damit, unter Voraussetzung der 
Proportionalitét zwischen Peroxydasengehalt und Farbtiefe, des 
Peroxydasengehalts auszufiihren, scheitert daran, daB die Re- 
aktionsgemische betrichtlich in ihrem Farbton variieren, und 
zwar von gelblichgriin bis blauviolett. Diese Unterschiede 
machen sich sogar bei ein und derselben Lésung bemerkbar, 
insofern, als eine blaue Lésung beim Verdiinnen oft griinlich 
wird. Auf diese und weitere Schwierigkeiten ist schon in meiner 
zitierten Arbeit iiber die Oxydasen der Geschlechtszellen hin- 
gewiesen worden. Ich méchte es indessen keineswegs fiir aus- 
geschlossen halten, da8 die Ausarbeitung einer quantitativen 
colorimetrischen Methode gelingt, falls man einen eindeutigeren 
und empfindlicheren Indikator findet. Allerdings ist dabei nicht 
zu vergessen, daB vielleicht im Sinne von Bach und Chodat 
zweierlei Stoffe, ein echtes, sauerstoffiibertragendes Ferment und 
ein organisches Peroxyd in den zu untersuchenden Lésungen 
vorhanden sind und da man sich bei der Wahl eines Indikators 
eventuell entscheiden mu, welchen von den genannten Stoffen 
man mit ihm untersuchen will. Zur Ausarbeitung einer ein- 
deutigen Methode ist eine groBe Anzahl von Voruntersuchungen, 
welche zunichst mit Sicherheit die Existenz der beiden ge- 
nannten Stoffe, sodann aber auch die sicherlich sehr engen und 
wichtigen Beziehungen zwischen denselben feststellen miissen, 
notwendig. Ich habe mir daher mit der bekanntesten Nach- 
weismethode fiir derartige Stoffe der (Guajacharzoxydation 
geniigen lassen miissen, halte aber selbst eine Nachpriifung der 
im folgenden geschilderten Resultate an der Hand einer besseren 
Methode auBerst wiinschenswert. Einen Vorteil hat die Guajac- 
probe insofern, als sowohl typische Peroxyde allein (z. B. Benzoyl- 
superoxyd), aber auch tierische Extrakte ohne H,O,, als auch 
tierische Extrakte, welche ohne H,O, keine Reaktion geben, 
nach Bach und Chodat also nur echte Fermente enthalten, 
eine Blaufirbung erzeugen. Die Guajacprobe wiirde also sowohl 
das Vorhandensein von Peroxydasen als auch von Peroxyden 
anzeigen. Diese Reaktionen verlaufen verschieden schnell und 
deutlich; regelmaBig scheint einstweilen nur die Tatsache zu 
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sein, daB sie samtlich mit H,O, schnellere und starkere 
Farbungen ergeben. 

Die nahere Versuchstechnik, welche ich bei den Guajac- 
proben anwendete, habe ich in meiner zitierten Arbeit aus- 
fiihrlich beschrieben. Bemerken méchte ich nur, daB auch 
hier mit Guajacharzsuspensionen, d.h. in moglichst rein wasse- 
rigem Medium gearbeitet wurde. Die Vorteile dieser Methode 
habe ich auch friiher auseinandergesetzt. Die alkoholische 
Guajaclésung wurde meist wéchentlich frisch hergestellt, in 
dicht mit Stanniol umwickelten, verkorkten und méglichst ins 
Dunkle und Kiihle gestellten Flaschen aufbewahrt. Das Harz 
wurde von einem sehr groBen Stiicke losgeschlagen; Stiicke 
mit Flachen, welche der Luft und dem Licht ausgesetzt waren, 
wurden nicht verwendet. Wie die gute Filtrierbarkeit auch 
konzentrierter Loésungen zeigte, war das Harz ziemlich rein. 
Diese VorsichtsmaBregeln waren insbesondere angesichts der 
Resultate der zitierten Abhandlung von P. Waentig not- 
wendig. 

SchlieBlich méchte ich noch kurz auf die auBere Form, 
in der die Resultate dieser Versuche wiedergegeben sind, sowie 
auch auf die Fehler eingehen, welche bei der hier geibten 
subjektiven Methode mdglich sind. Die Resultate der im fol- 
genden beschriebenen Versuche sind im allgemeinen in der 
Form ausgedriickt, daB beim Vorhandensein des gleichen Farb- 
tones, aber bei verschiedener Intensitat ein entsprechendes 
Ungleichheitszeichen gemacht ist, also z. B. H>D. Sind 
die Unterschiede der Intensitét sehr erhebliche, so ist das 
Ungleichheitszeichen unterstrichen z. B. H > D; sind sie sehr 
schwach, so steht H z D. Treten aber auSerdem noch wesent- 
liche Verschiedenheiten im Ton der Farbung ein, so ist hier- 
iiber im Text das Nahere gesagt worden. — Was die subjek- 
tiven Fehler in der Beurteilung besonders der Farbintensitat 
der Lésungen anbetrifft, so médchte ich gleich hervorheben, 
da8 die in Betracht kommenden Unterschiede im allgemeinen 
so grobe sind, daB ein Irrtum ausgeschlossen erscheint. In- 
dessen habe ich oft, wenn sich die Gelegenheit ergab, und 
regelmaBig in zweifelhaften Fallen, d. h. bei kleinen 


Unterschieden, andere vollstandig objektive Personen bei zu- 
gedeckten oder unverstandlichen usw. Etiketten die Lésungen 
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in bezug auf Farbintensitat und Farbton rangieren lassen. 
In seltenen Fiillen ergab sich dabei eine Ditferenz mit meinen 
Beobachtungen. War eine solche aber vorhanden, so ist sie 
mit angefiihrt worden. Die Versuche, in welchen nur ich die 
Reihenfolge der Lésungen entschied, Versuche, die durchweg 
aber zweifelsfreie und eindeutige Resultate ergaben, habe ich 
mit einem Sternchen in Klammern versehen. Bei Priifung 
durch mehrere Personen habe ich so viel Sternchen hingeschrieben, 
als Priifende vorhanden waren. Ich habe zuweilen denselben 
Versuch von 5 bis 6 Personen nachpriifen lassen. 

$3 26. Die zur Untersuchung gelangenden Lésungen waren 
Chloroformwasserextrakte von verschiedenen tierischen Kérper- 
siften und Organen. Ausfiihrlicher untersucht habe ich den 
Chloroformwasserextrakt des Darminhaltes hungernder Mehl- 
wiirmer, in welchen bekanntlich bereits Biedermann die 
Guajacperoxydase fand, ferner die Haimolymphe von Hydro- 
philus, Dytiscus, welche im vorigen Teil auch auf ihre Kata- 
lase untersucht wurde, ferner die Hamolymphe erwachsener 
Raupen von Cossus ligniperda sowie die im vorigen Teil viel- 
fach benutzten Extrakte von jungen Porthesia-Raupchen. Was 
den Gehalt dieser Extrakte an Guajacperoxydase anbetrifit, 
so sind die Mehlwurm-, Hydrophilus- und Dytiscus-Ausziige auBer- 
ordentlich reich; die Cossus-Extrakte geben fiir gew6hnlich nur 
schwacheReaktionen und diePorthesia- Ausziige in sehrinteressanter 
Weise unter normalen Umstanden auch nach langerem Stehen 
gar keine Reaktion. Ein Punkt von besonderer Wichtigkeit 
ist der, daf die drei erstgenannten Extrakte bei geniigender 
Konzentration mit kaum einer Ausnahme sofort nach der 
Herstellung des Extraktes die Guajacreaktion geben.  Bereitet 
man ca. 5 ccm einer wisserigen oder mit wenig H,O, ver- 
setzten Guajacsuspension vor, sticht den Hinterleib eines mit 
Chloroform betaiubten Dytiscus oder Hydrophilus an und |abt 
bei vorsichtigem Driicken einen Tropfen Hamolymphe in das 
Reagensrohr fallen, so findet haufig schon in der ersten halben 
Minute. regelmaGig aber innerhalb der ersten 5 Minuten eine 
deutliche Griin- bis Blaufairbung statt. Dieser Versuch ist 
wichtig, weil er zeigt, da8 die Guajacperoxydase entweder im 
lebenden Tiere schon vorhanden -ist, oder aber, falls man auf 
Grund der Pfefferschen Versuche dieser Annahme kritisch 
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gegeniibersteht, sich mit ungeheurer Geschwindigkeit bildet. 
Jedenfalls wire eine derartige Bildungsgeschwindigkeit von 
ganz anderer GréSenordnung als die Verstarkung der Guajac- 
reaktion, welche man, wie schon oft beobachtet wurde, dann 
erhalt, wenn man tierische und pflanzliche Extrakte langere 
Zeit unter Luftzutritt stehen la8t. DaB eine derartige, aller- 
dings nicht unbegrenzt fortschreitende Vermehrung des Per- 
oxydasengehalts auch bei den hier verwendeten Extrakten 
stattfindet, zeigen z. B. die folgenden Versuche. 


Versuch 36 (P. III. 11). Der ausgequetschte, briiunlich gefarbte 
Darminhalt hungernder Mehlwiirmer (ca. 1 Darminhalt auf 1 cem Wasser) 
wurde mit Chloroformwasser verrieben, das Gemisch filtriert. Gleich 
nach der Herstellung wurde folgendes Gemisch untersucht: 

1. 2 ecm E (Extrakt) + 2 com W (Wasser) 2 Tr (Tropfen) 

Gu (Guajaclésung). 

Sofort ergab sich eine schwach griinlich blaue Farbung, die nach 
!0 Minuten schwach, aber deutlich blau war. (*) Die Farbung nahm nur 
wenig in den nachsten Stunden bei Aufbewahrung im diffusen schwachen 
Lichte zu. 

2. Nachdem der E 12 Stunden lang in einem fest zugekorkten 
Reagensrohr, dabei ca. 4 Stunden in diffusen Tageslicht und bei Zimmer- 
temperatur gestanden hatte, wurde ebenfalls gemischt 

2 cem E 2 cem W 2 Tr Gu. 
Die Mischung wurde sofort beim Zusatz des Gu bliulich und war 
nach etwa 6 Stunden. (in schwachem diffusen Licht) deutlich 
blauer als das Reaktionsgemisch 1 (*) 

Versuch 37 (P. V. 99). Es wurde ein frischer Extrakt dadurch 
hergestellt, daB einige Tropfen Himolymphe einer chloroformierten Cossus- 
Raupe mit Chloroformwasser verdiinnt wurden. Das Kélbchen mit dem 
Extrakt wurde verschlossen im Halbdunkeln bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. 

1. Unmittelbar nach der Herstellung des Extraktes wurden ge- 
mischt 

2 ccm E -- 2 Tr Gu, 
Sofort ergab sich eine schwach griinliche Farbung, die nach 24 stiindigem 
Stehen im Dunkeln tiefgriin wurde (*). 

2. Nach 24 stiindigem Stehen wurden gleichfalls 2 com E -}-2 Tr Gu 
gemischt. Diese zweite Probe, welche ebenfalls sofort mach der 
Mischung schwach griinlich aussah, und ebenfalls im Dunkeln auf- 
bewahrt wurde, war nach 24 weiteren Stunden noch nicht ganz so 
grin, nach weiteren 24 Stunden (insgesamt 48 stiindigem Stehen) aber 
deutlich griiner als 1. (*) 

3. Nachdem der Extrakt weitere 24 Stunden, im ganzen also 48 Stun- 
den alt geworden war, wurde dieselbe Probe vorgenommen. Nach 1 6stiindigem 
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” Verweilen im Dunkeln war die Probe 3 fast gleich Probe 2, deutlich 


griiner aber als Probe 1. Nach insgesamt 72 stiindigem Stehen ergab 
sich die Reihenfolge c b > a. Hierbei war c am_ blaugriinsten, 
wahrend a braunlichgriin aussah (*). 

4. Nachdem der Extrakt 72 Stunden alt geworden war, wurde eine 
weitere Probe angestellt. Nach insgesamt 96 stiindigem Verweilen der 
Proben im Dunkeln ergab sich: d > c DY b > a (**). 

Man kénnte gegen diesen Versuch als Beweis fiir das 
Zunehmen der Peroxydase beim Stehen an der Luft folgendes 
einwenden. Es ist vielleicht jedem Forscher, der mi: Guajac- 
proben arbeitet, bekannt, da das blaue Oxydationsprodukt 
der Guajaconsiure sich bei langerem Stehen namentlich im 
Licht weiter zu einem farblosen resp. schmutzig graubraun 
gefirbten Produkt umwandelt. Ob dies Produkt das Resultat 
einer weiteren Oxydation ist, ist nicht bekannt, wohl aber 
aus verschiedenen Griinden wahrscheinlich. Nun kénnte man 
denken, da die spiteren Proben darum beim Vergleich eine 
starkere Fairbung zeigten, weil die ersten Proben sich bereits 
weiter zersetzt hatten. Indessen haben mir speziell auf diesen 
Punkt gerichtete Versuche, in denen eine Guajacprobe mit 
einem speziell hergestellten wiissrigen Gemisch von Aquarell- 
farben verglichen wurde, gezeigt, daB diese sekundire Zer- 
setzung viel zu langsam vor sich geht, als da’ sie bei dem betr. 
Versuch wenigstens innerhalb der ersten drei Tage in Frage 
kime, und daB8 namentlich im Dunkeln aufbewahrte und 
ohne H,O, hergestellte Proben 3—4 Tage fast unverandert 
blieben. AuBerdem spricht gegen den mabgebenden Einflu8 
dieses Faktors der Umstand, daB bei Probe 3 zum ersten 
Male eine deutlich blaugriine Farbung auftrat, welche 
interessanterweise bei Probe 4 nicht in derselben Starke zum 
Vorschein kam. Dieser letztere Punkt stimmt iiberein mit 
der Erfahrung, da alle Extrakte unter beliebigen Bedingungen 
mit der Zeit eine Schwachung ihres Peroxydasengehaltes er- 





leiden. 

Einige weitere Versuche iiber den Einflu8 des Alters sind 
folgende. 

Versuch 38 (P. IV. 67). Ein frischer Extrakt aus Dytiscus-Hamo- 
lymphe wurde sofort nach der Herstellung in folgender Weise unter- 
sucht: 


1. 2 ccm E +- 2 Tr Gu. 
Die Mischung ergab nach ca. 1!', Stunden eine deutliche Bliuung, 
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welche wahrend der nachsten Stunden sich noch deutlich vertiefte (*). Der 
in einem verkorkten Kélbchen aufbewahrte Extrakt sowie die erste 
Probe wurden im Dunkeln aufbewahrt. 

2. 6 Stunden nach Entnahme der ersten Probe wurde eine zweite 
in gleichen Verhaltnissen gemischt. Dieselbe war bereits nach einer 
halben Stunden viel blauer als Probe 1 (**). 

3. Nachdem der Extrakt 30 Stunden alt geworden war, wurde eine 
dritte Probe in gleicher Weise angestellt. Das Gemisch blaute sich viel lang- 
samer als Probe 1 und 2 und war nach 24stiindigem Stehen noch nicht 
so blau wie 1 geworden. Wohl aber hatte das Gemisch eine intensiv 
griine Farbung angenommen. (**). 

Versuch 39 (P. N. 50). Ein frischer Extrakt wurde aus dem Darm- 
inhalt hungernder Mehlwirmer ,hergestellt und sofort nach der Her- 
stellung eine Probe in folgender Mischung hergestellt: 

1. l ccm E + 3 com W +- 2 Tr Gu. 

Extrakt wie erste Probe wurden sorgfiltig im Dunkeln bei 
einer Temperatur von ca. 15.5 bis 17.0° aufbewahrt. Nach 20 Stunden 
hatte Probe 1 eine milchig griinlichblaue Farbe angenommen. 

2. 20 Stunden nach der ersten Probe wurde eine zweite in gleicher 
Mischung _hergestellt. Dieselbe gab nach 8stiindigem Stehen (im 
Dunkeln) eine bedeutend tiefere blaugriine Firbung als 1 (**). 

3. Nachdem der Extrakt insgesamt 28 Stunden alt geworden war, wurde 
eine weitere Probe vorgenommen. Nachdem dieselbe 15Stunden im Dunkeln 
gestanden, ergab sich in bezug auf die Tiefe der Farbung die Reihen- 
folge 3 > 2 > 1 (**). 

4, Als der Extrakt 43 Stunden alt geworden war, wurde wiederum 
eine Probe vorgenommen. Nachdem diese aber 4 Stunden im Dunkeln ge- 
wesen war, hatte sie nur eine schwach griinliche Farbung angenommen, 
welche bedeutend schwicher als die von 3 und 2, etwas stirker als die 
von 1 war. Diese Reihenfolge 3 > 2 > 4 > 1 (**) war auch nach 
25stiindigem Stehen der Probe dieselbe geblieben. 

Aus den Versuchen 38 und 39 geht hervor, daB eine 
Vermehrung des Peroxydasengehaltes auch im Dunkeln vor 
sich geht. Allerdings aber tritt gleichzeitig ein bemerkens- 
werter Unterschied hervor, insofern als die Steigerung des 
Peroxydasengehaltes in diffusem Licht noch nach 72 Stunden 
nicht beendet ist, wahrend im Dunkeln bereits nach 30 resp. 
43 Stunden eine deutliche Abnahme stattfindet. Dieser Unter- 
schied ist interessant im Zusammenhang mit den weiter unten 
zu besprechenden direkten Versuchen iiber den EinfluB der 
Belichtung auf den Peroxydasengehalt von Extrakten und 
wird in diesem Sinne spiter noch herangezogen werden. 

Auch bei diesen Versuchen habe ich es vorgezogen, die 
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natiirlichen Extrakte und nicht durch Alkoholfaillung usw. ge- 
reinigte Fermentlésungen zu untersuchen. 

Dies geschah wiederum in der Absicht, Substanzen zu 
verwenden, welche sich so wenig als mdéglich von den im 
lebenden Organismus vorkommenden unterschieden resp. so 
wenig als méglich durch sekundiare chemische und phsyikalische 
Einfliisse verindert waren, dann aber auch in der Hoffnung, 
durch Untersuchung gleich einer gréBeren Zahl von Variablen 
eher Beziehungen und Parallelen zu den biologischen Verhalt- 
nissen zu finden, als es bei der Verwendung isolierter und da- 
bei sicherlich weitergehend veranderter Stoffe zu erwarten war. 
Fiir eine speziell chemische, reaktionskinetische Untersuchung 
sind natiirlich méglichst gereinigte und isolierte Fermentlésun- 
gen unbedingt vorzuziehen. Von der Katalase laBt sich die 
Peroxydase vielleicht am besten mit 50°/,igem Alkohol trennen. 
Der meist nur langsam ausfallende zentrifugierte Niederschlag 
enthalt den gréBeren Teil der Katalase, wihrend die dariiber- 
stehende alkoholische Lésung meist recht kraftige Guajacreak- 
tionen gibt. Uber die Grundlagen einer anderen Ferment- 
methode dieser beiden Fermente unter Zerstérung der Katalase 
wird weiter unten berichtet werden. Im allgemeinen ist es 
leichter, eine katalasenreiche und peroxydasenarme Lésung 
herzustellen als umgekehrt, insofern als z. B. der unveranderte 
Porthesia-Extrakt fast nur Katalase enthalt, auf der andern 
Seite dagegen alle peroxydasenreichen Extrakte, die von mir 
untersucht wurden, meist sogar recht kraftig H,O, zer- 
setzten. In der Tat scheint die Verbreitung der Katalase 
allgemeiner als die der Peroxydase zu sein, wenn schon nicht 
zu vergessen ist, da die Guajacreaktion im Vergleich zur 
H,0,-Zersetzung wahrscheinlich viel weniger empfindlich ist. 

§27. Was die Einteilung der Versuche iiber die Licht- 
empfindlichkeit der Guajacperoxydase anbetrifft, so ist eine 
Anordnung, die den im I. Teil beschriebenen Katalaseversuchen 
entspricht, am niichstliegendsten. Wir hitten also wieder A 
den Einflu8 der Belichtung auf die Fermentlésung selbst, B 
den Einflu8 der Belichtung auf die Reaktionsgemische und 
die Reaktion und C den EinfluB der Belichtung auf den Per- 
oxydasengehalt lebender Tiere zu untersuchen. Indessen ist 
schon in der Einleitung erwihnt worden, da8 das Guajacharz 
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selbst namentlich in fein verteiltem Zustande und in Gegen- 
wart von Wasser lichtempfindlich ist und sich allmahlich zu 
dem bekannten blauen Produkt oxydiert. Es ist auch betont 
worden, daf diese Oxydation durch violettes Licht begiinstigt 
wird, wahrend gelbe oder rote Strahlen nicht nur hemmend 
wirken, sondern sogar nach vielleicht nicht ganz einwand- 
freien Versuchen eine Reduktion hervorrufen sollen. Wiirden 
wir also Reaktionsgemische verschiedenen Belichtungsbedingun- 
gen aussetzen, so wirden sich die photochemischen Verinde- 
rungen des suspendierten Guajacharzes tiber etwaige photo- 
chemische Beeinflussungen der Peroxydase lagern und das 
Resultat verwickelt resp. mehrdeutig machen. Man kdénnte 
derartige Versuche ausfiihren, indem man _ stets eine ent- 
sprechende Reihe von Versuchsglisern mit Reaktionsgemischen 
ohne Ferment belichtet und die bei diesen Versuchen erzielten 
Farbungen auf irgend eine Weise von den Fiarbungen der 
Ferment-Reaktionsgemische abzieht. Indessen ist dies Verfahren 
bei einer nur qualitativen Gehaltsbestimmung schwierig aus- 
fuhrbar, und obgleich ich eine grofe Anzahl derartiger Ver- 
suche angestellt habe, méchte ich doch der Kiirze halber von 
ihrer Schilderung hier absehen. namentlich da sie im Vergleich 
zu den anderen Versuchsgruppen nichts Neues ergaben resp. 


analoge Beobachtungen in ein klareres Licht setzten.') Dem- 


zufolge werde ich nur zwei Gruppen von Versuchen iiber die 
Lichtempfindlichkeit peroxydasehaltiger Extrakte, namlich die 


unter A und C genannten beschreiben. 


A, Uber die Lichtempfindlichkeit tierischer per- 
oxydasehaltiger Extrakte. 


§ 28. Die Versuche iiber den EinfluG der Belichtung auf die 
Guajacreaktion peroxydasehaltiger Extrakte ergaben zunichst un- 


1) Ich nehme hieraus die Schilderung einiger Versuche mit anfang- 
lichem Guajaczusatz (aber ohne H,O,), welche tiber den Einfiu8 
schwacher Belichtung auf alte Extrakte angestellt wurden. Wie aus 
§ 29 hervorgehen wird, ist die Lichtwirkung bei diesen Bedingungen auf 
den Peroxydasengehalt gerade entgegengesetzt der Wirkung der Be- 
lichtung auf Guajacsuspension ailein. Eine intensivere Farbung des 
Guajacs im Dunkeln kénnte dann nur auf eine ganz besonders ausge- 
sprochene Lichtwirkung auf die Peroxydase selbst zuriickgefiihrt werden. 
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gemein komplizierte Erscheinungen, insofern als bei verschiedenen 
Lésungen und Versuchsbedingungen ganz entgegengesetzte 
Resultate zum Vorschein kamen. Ich habe eine recht betracht- 
liche Anzahl von Versuchen anstellen miissen, um das Gesetz 
oder die Ursachen dieser zuniachst scheinbar ganz unregel- 
maBigen Beeinflussung durch das Licht aufzufinden, und ob- 
gleich die allgemeinen Resultate dieser Fermente mir jetzt ge- 
statten, falls Alter und Belichtungsbedingungen bekannt sind, 
den Sinn der Lichtwirkung vorauszusagen, so bleibt doch 
noch eine ganze Anzahl von Einzelproblemen recht verwickelter 
Natur zu untersuchen. Ich méchte nun hier nicht im ein- 
zelnen auf all die Versuche in der Reihenfolge eingehen, in der 
ich sie anstellte. Vielmehr werde ich zunichst einige allge- 
meinere Resultate vorwegnehmen und diese nachher durch 
Schilderung der betreffenden Versuche erharten. 

Das allgemeinste Resultat dieser Versuche ist vielleicht fol- 
gendes: Das Licht iibt je nach seiner Intensitat oder 
seiner Einwirkungsdauer einen sehr verschiedenen, 
ja sogar einen entgegengesetzten Einflu8B auf peroxyd- 
asehaltige Extrakte aus, insofern als bei schwacher oder 
kurzer Belichtung eine deutliche Hinderung in der 
natiirlichen Peroxydasevermehrung frischer Extrakte, 
bei starkerer oder langerer Belichtung dagegen eine 
ebenfalls ausgesprochene Vermehrung des Peroxydasen- 
gehaltes stattfindet. Ein Altern des Extraktes wirkt be- 
giinstigend auf die erste Lichtwirkung, welche in einer Verminde- 
rung der Peroxydase besteht; es dauert mit andern Worten bei 
alten Extrakten linger, resp. bedarf stiirkerer Lichtintensititen, 
bis eine Vermehrung der Peroxydase durch Belichtung statt- 
findet. Im gleichen Sinne wirkt die Konzentration des Extraktes, 
insofern als in verdiinnteren Extrakten bei schwicherer Belich- 
tung oder nach kiirzerer Zeit die Lichtwirkungen zweiter Art 
(welche eine Vermehrung des Peroxydasengehaltes der belichteten 
Extrakte -bewirken) die hindernden Lichteinfliisse erster Art tiber- 
decken. — Zur Abkiirzung wollen wir im folgenden die Licht- 
wirkungen, welche eine Peroxydasenentwicklung hindern, als 
» negative’, die Lichtwirkungen, welche im Gegensatz hierzu 


eine Vermehrung des Peroxydasengehalts hervorrufen, als ,,po- 
sitive‘ Lichteffekte bezeichnen. 
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Diese Satze werden nun durch folgende Versuche be- 
wiesen. 

§ 29. Zuniachst seien einige Beispiele fiir die ,,negative‘ 
Wirkung von kurzer oder schwacher Belichtung auf frische 
und alte, konzentriertere und verdiinntere Extrakte 
angefiihrt. 


Versuch 40 (P. IV. 49). Der Darminhalt eines iiberwinternden 
Dytiscus, welcher wenigstens zwei Monate gehungert hatte, wurde mit 
Chloroformwasser verrieben und filtriert. Ein Teil des Extraktes wurde 
sofort nach der Herstellung in ein helles, ein anderer in ein verdunkeltes 
Roéhrehen gegeben und beide Réhrchen im Wasserbad dem ditfusen 
Tageslicht (Februar) ausgesetzt. 

1. Nach '/,stiindiger Belichtung wurden gemischt 

H. 1 ecm E-+-2 ccm W-+-2 Tr Gu. 
D. dasselbe. 


3ereits nach 5 Minuten erscheint D griinlich blauer als H (*). 

2. Nach 6stiindiger Belichtung wurde eine gleiche Probe ent- 
nommen und mit Wasser und Guajac versetzt.. Nach '/, Stunde ist 
kaum ein Unterschied vorhanden. Nach ca. 1 Stunde ist D> H (*). 

3. Nachdem die Extrakte im ganzen ca. 3 Tage dem natiirlichen 
diffusen Lichte ausgesetzt gewesen waren, wurde eine dritte Probe an- 
gestellt. Dieselbe ergab nach ca. 1 Stunde H sehr wenig blaver als D (*). 

Versuch 41 (P. IV. 66). Es wurde ein sehr konzentrierter Extrakt 
aus der Himolymphe eines Hydrophilus verwendet. Das verdunkelte 
und das erhellte Kéhrchen standen ca. 6 Stunden im diffusen Tageslicht 
(Februar). Es wurden gemischt 

H. 2 ccm E +-2 ccm W +- 2 Tr Gu; 
Dd. dasselbe. 


Zunichst kein Unterschied, beide Gemische auBerordentlich stark 
blau gefirbt, so daB beide aufs Dreifache verdiinnt wurden. Nach 
ca. 10 Minuten erscheint D blauer als H, welch letzteres mehr griinlich 
ist. Nach ca. 30 Minuten D fraglos blauer und dunkler als H. Unter 
schied wird immer starker (*). 

Versuch 42 (P. N. 55). Ein ca. 4 Tage alter, im Halbdunkeln auf- 
bewahrter Extrakt aus dem Darminhalt hungernder Mehlwiirmer wurde 
in ein verdunkeltes und in ein helles Reagensrohr gegeben und im dif- 
fusen Tageslicht (Dezember) stehengelassen. Nach einstiindiger Be- 
lichtung wurde gemischt 


1. H. 1 eem E—-2 cem W +-1 Tr Gu+- 1 cem H,0O,; 
D. dasselbe. 


Nach 5 Minuten war kaum ein Unterschied erkennbar, nach 10 Mi- 
nuten ist D ~ H, nach 20 Minuten D-H, nach 2 Stunden ebenfalls 
D> H (**). 
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2. Nach insgesamt 4stiindiger Belichtung (die letzte Stunde sehr 
schwaches Diimmerungslicht) wurde eine gleiche Probe gemischt. Nach 
10 Minuten sehr deutlich D > H, ebenfalls nach 2 Stunden (**). 

3. Nach zwei weiteren Stunden Belichtung durch einen Auerbrenner 
(insgesamt 6 Stunden schwache diffuse Belichtung) ergab eine weitere Probe 
ebenfalls nach 10 Minuten Stehen D ~- H (**). 

4. Nach insgesamt 32 Stunden Auerbelichtung ergab sich bereits 
nach 5 Minuten D> H (*), nach 10 Minuten sehr deutlich D > H (**). 

5. Nach 56 Stunden ununterbrochener Auerbelichtung dagegen er- 
gab sich H > D(**). (Siehe hieriiber § 34.) 

Ich méchte bei diesem Versuch bemerken, dab gleichzeitig und 
unter vollstindig gleichen Bedingungen auch Versuche mit frischen 
Extrakten angestellt wurden, welche simtlich den Unterschied H > D 


ergaben (siehe spaiter Versuch 62 und 63). 

Versuch 43 (P. IV. 73). Ein peroxydasenhaltiger Extrakt wurde 
dadurch hergestellt, daB ein Dytiscus, dessen Kérperhéhle gedffnet und 
dessen Himolymphe soweit als méglich ausgespiilt und zu einem andern 


Extrakt verwendet worden war, in Chloroformwasser mehrere Tage 
liegen gelassen wurde. Es ergab sich ein recht peroxydasenreicher Ex- 
trakt. (NB. Es zeigten auch noch zweite und dritte ,,Aufgiisse* deut- 
liche Peroxydasenreaktionen.) Von diesem Extrakt wurde in ein ver- 
dunkeltes und in ein helles Réhrchen gegeben und mit Auerlicht 
belichtet : 
H. 5ccm W-+-2 Tr E +2 Tr Gu; 
D. dasselbe 

Es wurde also die Guajactinktur zu Beginn des Versuchs den 
Extrakten zugefiigt, und auf Grund der Versuche iiber die Blauung des 
Guajacs in rein alkoholischer Lésung oder rein wiasseriger Suspension 
sollte man erwarten, da das belichtete Gemisch sich eher oder starker 
blau farbte als das verdunkelte. Statt dessen wurde gerade das ent- 
gegengesetzte Resultat erhalten: bereits nach 10 Minuten war D deutlich 
blauer als H, welch letzteres eine mehr gelbgriinliche Farbe zeigte. 
Der Unterschied blieb derselbe wihrend zirka der niichsten 3 Stunden (**); 
nach 15 Stunden Belichtung war dagegen kaum noch ein Unterschied 
zwischen beiden Lésungen festzustellen (**). 

Versuch 44 und 45 (P. [V.71 und 72). Ein ca. 40 Stunden alter, sehr 
konzentrierter Himolymphe-Extrakt von Dytiscus wurde in folgender 
Weise mit Wasser und Guajac gemischt und sodann mit Auerlicht 


belichtet : 
1. H. 5 com W--1 Tr E +2 Tr Gu; 
D. dasselbe. 
Il. H. 5cem W-!-2 Tr E+-2 Tr Gu; 
D. dasselbe 
Alle vier Versuchsgliser wurden unter ganz gleichen Bedingungen 
belichtet. 
I. Nach 10 Minuten kaum ein Unterschied, nach 15 Minuten je- 
doch D deutlich blauer als H, welch letzteres einen mehr gelblichgriinen 
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Ton hat. Der Unterschied bleibt waihrend einer Stunde Belichtung deutlich 
derselbe, wird ev. noch starker (**). 

II. Bereits nach 5 Minuten erscheint D ein wenig dunkler als H. 
Nach 15 Minuten D ganz ausgesprochen dunkler und blauer als H. 
Unterschied bleibt waihrend einer Stunde Belichtung (**). 

Nach 15 Stunden Belichtung waren in allen vier GefiBen die 
Unterschiede verwischt. 

Ich habe diese letzten drei Versuche, in welchen schon 
zu Beginn der Belichtung Guajac zugesetzt worden war, darum 
hier an Stelle weiterer Versuche mit nachtraglicher Guajacprobe 
angefiihrt, weil sie mir besonders drastisch das Verhalten alter 
Extrakte bei schwacher Belichtung zu illustrieren scheinen. 
Da einerseits reine Guajaclésung oder Suspension sich stets 
bei Belichtung starker blaut als im Dunkeln sowie da{ andrer- 
seits zu Beginn der Belichtung mit Guajac versetzte frische 
und stark belichtete Extrakte ebenfalls im Licht viel 
schneller sich fairben, davon habe ich mich durch sehr zahl- 
reiche Versuche, deren Beschreibung hier zu weit fiihren wiirde, 
iiberzeugt. — Des weiteren zeigen die in diesem Paragraphen 
beschriebenen Versuche, da in der Tat alte sowie konzentriertere 
Extrakte nach schwacher oder kurzer Belichtung einen geringeren 
Peroxydasengehalt aufweisen als im Dunkeln gehaltene Lésungen. 
Gleichzeitig geht aber schon aus Versuch 40, 3 hervor, daB bei 
langerer, wenn auch schwacher Belichtung der Unterschied 


sich umkehrt. Ein weiterer Versuch hierfiir ist der folgende; 


vielleicht noch iiberzeugendere werden im nichsten Paragraphen 
mitgeteilt werden. 


Versuch 46 (P. IV. 98). Ein frischer Extrakt aus der Himolymphe 
einer ausgewachsenen Cossus-Raupe wurde in ein verdunkeltes und in 
ein helles Réhrchen verteilt, beide im Wasserbad in die (schwache) Sonne 
gestellt. Es wurden stets gemischt 

2eccm E-+-1l ecm W + 2 Tr Gu. 

1. Nach 4 Stunden schwacher Sonne ergab sich bei Guajaczusatz 
kaum ein Unterschied; H war indessen mehr griinlichblau, D_ hin- 
gegen mehr briunlichgriin, aber dunkler gefirbt. Nach 24 Stunden 
war D Po H (**), obschon der Unterschied ziemlich klein war. 

2. Die Extrakte wurden weitere 24 Stunden stehengelassen und 
erhielten wihrend dieser Zeit ca. 6 Stunden Sonne. Die Probe ergab 
sofort H > D. Dabei war H schwach violettblau, D viel gelblichgriiner 
gefarbt. Nach 24 Stunden H > D (**); H viel blauer als D. 

3. Nach weiteren 24 Stunden, wahrend welcher ca. 5 Stunden Sonne 
waren, wurde eine weitere Probe angestellt. Sofort H>D. H_ ist 
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violettblau, D mehr braunlichgriin (**). Nach 24 Stunden derselbe 
Unterschied. 

Versucht man diese Art der Lichtwirkung naher zu analy- 
sieren, so ist vor allem auf einen Umstand aufmerksam zu 
machen. Es handelt sich bei der relativen Verringerung des 
Peroxydasengehalts alterer Extrakte durch Belichtung nicht 
um eine direkte Zerst6érung des Ferments, sondern vielmehr 
um eine Behinderung der natiirlichen Vermehrung der 
Peroxydase, welche wahrscheinlich nur an die Gegenwart von 
Sauerstoff gekniipft ist. Denn wie bereits aus den in § 26 mit- 
geteilten Versuchen hervorgeht, findet sowohl im Hellen als auch 
im Dunkeln eine natiirliche Vermehrung des Peroxydasengehalts 
statt, eine Vermehrung, die bei laingerem Stehen auch in 
Gegenwart von Chloroform jedoch wieder einer Abnahme Platz 
macht. Dieses Absteigen findet nun, wie aus den Versuchen 





hervorgeht, bedeujend eher im 
Dunkeln als im Hellen statt, 
das Maximum des Peroxydasen- 
gehalts tritt also im Dunkeln 
viel friiher ein. Auf der andern 





Seite zeigen die in § 29 beschrie- 
benen Versuche, da dieses 
Dunkelmaximum, verglichen mit 
dem entsprechenden Peroxy- 
dasengehalt schwach belichteter Extrakte, einen groéBeren 
absoluten Wert besitzt als diese. Die natiirliche Vermehrung 
des Peroxydasengehalts findet also im Dunkeln schneller statt 
als bei schwacher Belichtung, vorausgesetzt, daB auch diese 
schwache Belichtung nicht zu lange dauert. Fig. 1 veranschau- 
licht schematisch dies Verhalten und gibt somit die bisherigen 
Resultate iiber den Einflu8 der Belichtung auf den Peroxy- 
dasengehalt tierischer Extrakte in graphischer Form wieder. 





Zur Technik der ‘in § 29 beschriebenen Versuche 
sei noch hervorgehoben, da8B die Zugabe des Guajacs 
sowie des H,O, stets in der Reihenfolge geschah, welche 
fiir das Resultat D>H ungiinstig war, d. h. in der 
Reihenfolge H, D. Das Wasserstoffperoxyd wurde 


stets in ca, 5p Uosune verwendet. 
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§ 30. Auch der EinfluB der Wellenlange des Lichtes er- 
gab bei schwacher Belichtung usw. Resultate, welche den im 


vorigen Paragraphen beschriebenen entsprechen. 

Versuch 47 (P. III. 33). Ein-ca. 1 Tag alter Extrakt aus dem 
Darminhalt hungernder Mehlwiirmer wurde in vier Versuchsgliser ver- 
teilt, welche in der oben beschriebenen Weise hergerichtet worden waren. 
Simtliche GefiBe wurden im Wasserbad etwa 10 Stunden lang von 
diffusem Tageslicht (April) belichtet. Hierauf wurden gemischt je 

2cem E—2 ccm W-+- 2 Tr Gu. 
Leider verungliickte hierbei die Probe fiir den ,, Violett*‘-Versuch. Reihen- 
folge des Guajaczusatzes: H, D, G, V. Sofort erscheint G am dunkelsten, 
dann D und schlieBlich A, welch letzteres im Gegensatz zu der ziemlich 
rein blaugriinen Firbung von G und D einen mehr braunlichgriinen 
Farbton hat. Nach Verdiinnung mit Chloroformwasser und einstiindigem 
Stehen sehr deutlich G > D>H (**). 

Versuch 47 (P. N. 40). Ein Extrakt aus dem Darminhalt hungernder 
Mehlwiirmer, welcher 1 Tag in diffusem schwachem Lichte gestanden 
hatte, wurde in entsprechende vier Versuchsréhren verteilt, die Réhren 
darauf in ein groBes ca. 5 Liter fassendes Wasserbad gebracht und 
21 Stunden auf dem Laboratoriumstisch (in der Nahe eines nach Osten 
gehenden Fensters) belassen. Die Réhren wurden ca. 8 Stunden von 
schwachem diffusem Lichte (Ende November) getroffen. Das Licht hatte 
bei diesem (wie iibrigens auch bei allen anderen Versuchen) drei Glas- 
winde und drei Fliissigkeitsschichten, von denen die auBerste hier 
ca. 20 em dick war, zu durchstrahlen. Es wurden darauf gemischt je 

2ccm E~2 Tr Gu--2 ccm H,0,. 

Nach einer halben Stunde war die Reihenfolge D> H > V-> G, 
nach einer Stunde D>- V > G>H (**). Reihenfolge des Guajac- und 
H,0,-Zusatzes H, D, G, V. 

Versuch 48 (P. N. 44). Ein frischer Darmextrakt hungernder Mehl- 
wiirmer wurde bei gleicher Versuchsanordnung 14 Stunden lang von 
Auerlicht belichtet. Die Belichtung war also abgesehen von der 
langeren Belichtungsdauer wesentlich schwicher als die in vorigem Versuch. 
Es wurden gemischt je 

2 cem E —- 2 Tr Gu+-2 cem H,0,. 
Reihenfolge des Guajac- und H,0,-Zusatzes: H, D, G, V. Sofort ergab 
sich sehr deutlich: G>D>H > V (**). Auch nach ca. 1 Stunde 
war die Reihenfolge dieselbe. Der Farbton der Gemische wies insofern 
auch Verschiedenheiten auf, als das ziemlich reine Blau von G und D 
bei H und V einem Blaugriin Platz machte. 

Versuch 49 (P. N. 45). Zu gleicher Zeit wurde aus den in Ver- 
such 48 benutzten Extrakten eine weitere Probe ohne H,O,-Zusatz 
angestellt. Reihenfolge des Guajaczusatzes wieder H > D>G>V. 
Sofort G>D>H>V; alle Gemische schwach gelblichgriin. Nach 
1 Stunde: G>D>V>H; alle Gemische intensiv griin. Nach 
11/, Stunde: G>D>VWH (**). 


6* 
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Es sei schon hier bemerkt, daB dieselben Extrakte, nachdem sie 
weiterhin zweimal je 8 Stunden diffusem Tageslicht ausgesetzt gewesen 
waren, 10 Minuten nach der Mischung die Reihenfolge ergaben: V 
H>D_-G, und zwar mit ganz ungewohnlich groBen Unterschieden. 
(Siehe Versuch 76.) 

Aus den bisher geschilderten Versuchen tiber den EinfluB 
der Wellenlange des Lichtes auf den Peroxydasengehalt tierischer 
Extrakte lassen sich im einzelnen noch nicht GesetzmaBigkeiten 
ableiten, da, abgesehen von deren Unterschied D>H _ die 
Reihenfolge von G und V eine ziemlich unregelmaBige ist, wenn 
schon nicht zu verkennen ist, daB G haufiger eine starkere 
Farbung ergab als V, ja bei Versuch 48, 49 sogar am weitesten 
links, V dagegen am weitesten rechts steht. Dies Verhalten 
wiirde der Ahnlichkeit der Wirkungen von D und G auf der 
einen, H und V auf der andern Seite entsprechen, wie wir sie 
bei den Versuchen iiber die Lichtempfindlichkeit der Katalase 
fanden und wie sie auch fiir die phototropischen Wirkungen 
charakteristisch ist. Eine genauere Analyse indessen der 
Wellenlangeneinfliisse war nur méglich durch eine Serie von 
Beobachtungen, welche sich auf langere Versuchszeiten er- 
streckten. AuBerdem wihlte ich als Lichtquelle kiinstliches 
Licht (Auerlicht), welches einigermaS8en konstant ist. Die 
folgenden Versuche sind zwei derartige Beobachtungsserien. 

Versuch 50 (P. N. 49). Es wurde ein frischer Extrakt aus dem 
Darminhalt hungernder Mehlwiirmer hergestellt und in die entsprechend 
hergerichteten VersuchsgefaBe verteilt. GroBes Wasserbad; Auerlicht. Es 
wurden stets gemischt 

1 com E+ 2 ccm W +1 Tr Gu-+ 1 ccm H,0,. 
Reihenfolge des Guajac- und H,O,-Zusatzes stets normal, d. h. H, D, G, V. 

1. 1 Stunde Belichtung. Nach 5 Minuten D>H~ G>V; nach 
25 Minuten D>H>G> V (*). 

2. 2 Stunden Belichtung. Nach 10 Minuten D — H > V > G; nach 
20 Minuten D> H ~V~ G. Nach 16 Stunden jedoch D>H>G 

-V. Alle Proben unter 2 sind nach 20 Minuten deutlich 
blauer als die unter 1 (**). 

3. 3 Stunden Belichtung. Sofort D am dunkelsten, V am hellsten. 
Nach 10 Minuten D>H>G — V_ Dieselbe Reihenfolge nach 20 Mi- 
nuten. Nach 16 Stunden D> H>G> V (*). 

4. 171/, Stunden Belichtung. Es ist bemerkenswert, daB alle vier 
Lésungen sehr gleichmaBig blau gefarbt sind, so daB wahrend der 
ersten 15 Minuten kaum ein Unterschied wahrgenommen werden kann. 











Se rene 














Lichtempfindlichkeit und tierischer Phototropismus. 85 


Nach 15 Minuten D — G H — V. Abgesehen von D> V sind die 
~ ~ ~ 

Unterschiede sehr gering. Nach 30 Minuten G — D>H>V; nach 

9 Stunden ebenfalls: G> D~H > V (**). 

5. 26 Stunden Belichtung. Nach 5 Minuten G > V>D ~, H; sehr 
kraftige Unterschiede. Nach 10 Minuten G>V>H > D; nach 20 Mi- 
nuten G>H rb V>D; nach 40 Minuten G>H>-V>D. Ni&ch 
15 Stunden G>H>V->-D. H und auch D sind griiner als 
V und G (**). 

6. 411/, Stunden Belichtung, Nach 5 Minuten V >H ~, D>G; 
nach 10 Minuten H~ V>D>G; nach 20 Minuten H>V~D>G. 
Nach 4 Stunden H>V~D- G (**). 

7. 56 Stunden Belichtung. Nach 10 Minuten V -H ~ GoD; 
nach 20 Minuten V > H ~ G > D; nach 30 Minuten H <V>G2>D (**). 
Bleibt so wahrend der nachsten Stunden. 

Versuch 51 (P. N. 52). Ein ca. 3 Tage alter Extrakt aus dem 
Darminhalt hungernder Mehlwiirmer wurde verwendet. GroBes Wasser 
bad; Auerlicht. Es wurden stets gemischt 

lcem E-+-2 com W-+-1 Tr Gu-+-1 ccm H,Q,. 


Reihenfolge des Guajac- und H,0,-Zusatzes stets normal. 

1. 17 Stunden Belichtung. Nach 5 Minuten D ~ G > V > H; nach 
10 Minuten D> G>V > H. Bleibt so wihrend der nachsten Stunden (*). 

2. 42 Stunden Belichtung. Nach 10 Minuten deutlich V > G~ D 
> H; nach 20 Minuten V > D~H ~G&; nach 30 Minuten V> D~H 
a G. Nach 2!/, Stunden dasselbe (*). 

3. 48 Stunden Belichtung. Nach 10 Minuten V>H>G>D; 
nach 20 Minuten V>H~G->D; nach 30 Minuten V>HWG 
~ D (*). Nach 24 Stunden Stehen im Dunkeln jedoch deutlich V 
H > D> G(**). Auch noch nach 48 Stunden auBerordentlich deutlich (*). 

4. Nach 72 Stunden Belichtung. Nach Guajaczusatz (zunachst 
ohne H,0,) sofort V>H>D>G in bezug auf Dunkelheit (*). Nach 
H,0,-Zusatz nach 20 Minuten V > G > D> H (?) (*). Nach 20 Stunden 
Stehen dagegen sehr ausgesprochen V > H > D> G (**). 

Tabelle 33 gibt die Resultate dieser zwei Versuche in 
Tabellenform. Es sind dabei diejenigen Ergebnisse gewiahlt, 
welche erhalten wurden, nachdem die Guajacproben laingere 
Zeit im Dunkeln gestanden hatten. Wie oft bemerkt wurde 
und iibrigens aus den wiedergegebenen Versuchsprotokollen 
hervorgeht, ist oft noch wihrend der ersten halben Stunde der 
Einflu8 der Reihenfolge des Guajac- und H,O,-Zusatzes zu 
bemerken, so da erst nach langerem Stehen konstante Unter- 
schiede erhalten werden. 
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Tabelle 33. 
Frischer Extrakt 3 Tage alter Extrakt 
Belichtungs- a Belichtungs- acne 
domme tn —— der dene tn ——_ der 
Sti nden as Stunden eee 
1 D>H>G>v 
2 D>H>V x, G 
3 D>H>G>VvV 
17?/, i1>D~wH>V 17 D>G>V>H 
26 G>H>V>D 
411/, H>V~D>G 42 V>D~H26G 
56 H2 Vv -G>D 48 V>H>D>G 
72 V>E>3>6 





Trotz einiger UnregelmaSigkeiten im einzelnen zeigen beide 
Versuchsreihen folgende Gesetzma Bigkeiten. 

Wahrend der ersten Zeit der Belichtung besteht regelmaBig 
der schon in den friiher beschriebenen Versuchen gefunden 
Unterschied D> H. Beim frischen Extrakt wird nach 
17'/, Stunden der Unterschied fraglich und hat sich nach 
26 Stunden zu H >D umgekehrt. Beim alten Extrakt da- 
gegen wird der Unterschied D >H erst nach 42 Stunden frag- 
lich und wandelt sich erst bei 48 Stunden in den entgegen- 
gesetzten H >Dum. Esergibt sich also auch aus diesen 
mit sehr schwacher Belichtung angestellten, lange 
dauernden Versuchen, dai die ,,negative’’ Lichtwir- 
kung viel langer bei alten als bei frischen Extrakten 
andauert. 

Weiterhin zeigt sich, da wahrend der ersten 3 (wahr- 
scheinlich auch wahrend der ersten 5 bis 10) Stunden D und 
H eine Sonderstellung einnehmen insofern, als sich hier die 
Peroxydase starker vermehrt als unter farbigem Lichte. DaB 
unter allen Belichtungsbedingungen eine Vermehrung des Per- 
oxydasengehalts der Extrakte stattfindet, geht daraus hervor, 
da8 simtliche Extrakte nach 2 Stunden eine starkere Reaktion 
ergaben als nach 1 Stunde. 

Nach 14 bis 17'/, Stunden zeigt sich iibereinstimmend "in 
allen Versuchen (siehe auch Versuch 47 und 48) eine Trennung 
derart, da8 diejenigen Belichtungsbedingungen, welche sich bei 
den Katalaseversuchen als gleichartig erwiesen haben, sich auch 
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hier zusammengruppieren. Auf der einen Seite finden wir D 
und G, auf der andern H und V. Dabei findet unter D und 
G eine starkere Peroxydasenvermehrung statt als bei H und V. 
Nach ca. 26stiindiger Belichtung findet nun eine kompli- 
zierte Verschiebung statt insofern, als G und D nach rechts 
verschoben werden, resp. V und H nach links vorriicken. Bei 
den Versuchen mit frischen Extrakten (48, 49 und 50) bleibt 
stets G am weitesten links, wahrend D zuerst abfallt, d. h. 
es findet hier unter G die starkste Vermehrung resp. die ge- 
ringste gleichzeitige Zerstérung statt. Bei den Versuchen mit 
alten Extrakten findet sich einmal G > D, und einmal D > G. 
— Bei den frischen Extrakten findet diese Verschiebung zwi- 
schen 26 und 41*/, Stunden Belichtung statt, bei den alten ist 
sie dagegen nach 42 ——————_____ 
Stunden noch nicht, | g 
sondern erst nach 48 4 
Stunden vollendet. Nach G 
dieser Zeit hat die ,,po- 0 





sitive’ Wirkung der | 
Belichtung die Ober- — 7 20 30 +0 , 
hand, wie sie dies bei Fig. 2. 
intensiverem Licht so- 

fort zu tun pflegt, ein Verhalten, das weiter unten geschildert 
werden wird. 

Eine graphische Darstellung dieser Resultate zeigen Fig. 2 
und 3. In Fig. 2, welche die Veranderungen frischer Extrakte 
darstellt, gehen H und V einigermafen parallel, wahrend G 
ganz abweichend ein Maximum, D dagegen ein Minimum hat. 
Dies Verhalten ist nicht nur bei dem graphisch dargestellten 
Versuch zu beobachten, sondern findet sich vielmehr auch in 
den unabhangigen Versuchen 46, 48, 49 insofern, als auch hier 
in den Zeiten 10 und 14 Stunden G > D ist. Es durchkreuzen 
sich mit andern Worten die Kurven fiir G und D bei frischen 
Extrakten. 

Bei alten Extrakten (Fig. 3) gehen hingegen die zuge- 
ordneten Belichtungsbedingungen H und V sowie D und G 
unter sich parallel und schneiden sich deutlich paarweise. 
Auch hier ist das Verhalten nicht nur fiir einen Versuch cha- 
rakteristisch, sondern auch in Versuch 47, bei welchem natiir- 
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liches diffuses Licht, welches zweifellos starker war als das 
Auerlicht, verwendet wurde, ergab sich die Reihenfolge 
D>V>G>H. Diese Reihenfolge wiirde aber vollstandig 
dem durch die gestrichelte Senkrechte in Fig. 3 bezeichneten 
Schnitt durch alle vier Kurven entsprechen, vorausgesetzt, daB 
die Uberschneidung der Kurven etwas weiter nach links, d. h. 
an einen friiheren Zeitpunkt verlegt werden kénnte. Diese 
Annahme ist aber insofern durchaus zulassig, als das natiir- 

liche diffuse, in Ver- 


J 














2 be y such 47 verwandte 
l¢ WH | Licht zweifellosheller 
ly Q | war als Auerlicht, die 
oe wo ¢ | Uberschneidung der 
| Kurven oder, was 

se a so” pp @ @laae @00 gleiche bedeutet, 
Fig. 3. das Uberhandnehmen 


der ,,positiven‘‘Licht- 
wirkung iiber die ,,negative’‘, bei gréSerer Lichtintensitat aber 
gema$B den obigen und noch zu _ beschreibenden Versuchen 
schneller vor sich geht. 

§ 31. Uber die nahere chemische Natur dieser mannig- 
faltigen ,,negativen‘‘ Lichtwirkungen auf frische und alte Per- 
oxydaselésungen bin ich einstweilen nicht imstande, irgend- 
welche sichere Vermutungen anzustellen. Das einzige, was sich 
nach vielfachen Versuchen mit Sicherheit resp. Reproduzierbar- 
keit ergehen hat, ist die Tatsache, daf diese negativen Wir- 
kungen nur bei schwachen Lichtintensitaten stattfinden, bei 
stirkeren, wie aus den nachsten Paragraphen hervorgehen wird, 
jedoch entweder nur in den ersten Minuten eine Rolle spielen 
oder aber iiberhaupt wegfallen. Offenbar kénnen bei schwachen 
Lichtintensitaéten noch chemische Vorgange hervortreten und 
die ,,negativen’‘ Lichtwirkungen erméglichen, die bei starkerer 
Intensitét ausgeschlossen sind. Welcher Natur diese ersteren 
Vorgiange sind, dariiber haben erst weitere Untersuchungen Auf- 


klarung zu bringen. 

Ferner erinnert dies Verhalten der Peroxydasenextrakte 
bei schwacher Belichtung an die kurze anfangliche Vermehrung 
des Katalasengehaltes lebender Porthesiariupchen. Indessen ist 
fiir dieses Anwachsen, wie oben erdrtert wurde, zweifellos zum 
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groBeren Teile die Erhéhung der Temperatur, die zuweilen fast 
10° betrug, verantwortlich zu machen. Dieser letztere Um- 
stand kommt hier indessen nicht in Betracht, da die verwen- 
deten Tiere nicht wie die Porthesiariupchen im Kalten, son- 
dern bei derselben Temperatur gehalten wurden wie die Ex- 
trakte selbst. Auch die eventuelle geringe Temperaturerhéhung 
durch anhaltende Belichtung, die aber durch ein groBes Wasser- 
bad und Wasserwechsel Auberst eingeschrankt worden war, 
kann kaum hier eine Rolle spielen, namentlich wenn man be- 
denkt, dai bekanntlich der Temperaturkoeffizient photochemi- 
scher Reaktionen meist kleiner als der normale rein chemische 
ist. Dieser SchluB ist selbst dann noch giiltig, wenn man an- 
nimmt, da fiir monochromatisches Licht entsprechend den 
oben angefiihrten Versuchen von Trautz und Thomas der 
photochemische Temperaturkoeffizient wieder einen normalen 
Wert erreicht. 

§ 32. Zusammenfassung. Die wichtigsten Resultate der 
in § 29, 30 und 31 geschilderten Versuche sind folgende. 

Bei geringen Intensitiiten (schwaches diffuses natiirliches 
Licht und Auerlicht) ibt das Licht Wirkungen aus, welche die 
natiirliche Vermehrung peroxydasehaltiger Extrakte in Gegen- 
wart von Sauerstoff hindern. Diese ,,negativen‘t Lichtwir- 
kungen sind starker bei alten ‘und konzentrierten Ex- 
trakten als bei frischen und verdiinnteren, resp. dauern 
langer bei ersteren als bei letzteren. (Bei langerer Versuchs- 
dauer findet eine Umkehrung der ,,negativen’ zu_,,positiven* 
Lichtwirkungen statt, welch letztere in den folgenden Para- 
graphen behandelt werden. Frische Extrakte zeigen diese 
Umkehr nach kiirzerer Belichtung als alle.) Wie aus spe- 
ziellen Versuchen (siehe auch § 26) hervorgeht, handelt es sich 
bei diesen ,,negativen‘’ Lichtwirkungen nicht um eine Zer- 
stérung der Peroxydase, sondern um eine Verlangsamung 
derjenigen Reaktionen, welche bei Gegenwart von Sauerstoff zu 
einer Vermehrung der Peroxydase fiihren (Fig. 1). 

Der ,,negative EinfluB der Wellenlinge des Lichts bei 
schwachen Intensitaten ist ebenfalls von der Belichtungs- 
dauer abhingig, indem bei langerer Belichtung ebenfalls ,,posi- 
tive‘ Lichtwirkungen an Stelle der ,,negativen‘‘ treten. Wah- 
rend der ersten Belichtungsstunden (Auerlicht) hinderte gelbes 
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und violettes Licht noch starker als gemischtes. Hierauf 
begiinstigt in spateren Stadien gelbes Licht starker die Per- 
oxydasenbildung als violettes, ja bei frischen Extrakten so- 
gar stairker als Dunkelheit und gemischtes Licht. Friiher bei 
frischen als bei alten Extrakten werden sodann die Einfliisse 
farbigen Lichtes einander entgegengesetzt, insofern als Violett 
wie gemischtes Licht foérdernde ,,positive’‘ Wirkungen, Gelb da- 
gegen wie Dunkelheit hindernde oder ,,negative’‘ Wirkungen 
auf den Peroxydasengehalt der Extrakte ausiibt. Nahere Einzel- 
heiten dieser ziemlich komplizierten Verhaltnisse sind in den 
beschriebenen Versuchen einzusehen. (Hierzu Fig. 2 und 3.) 
— Es werden einige Einwiinde gegen die Eindeutigkeit dieser 
Resultate, fernerhin einige sehr allgemeine Vermutungen tber 
die chemische Natur der negativen Lichtwirkungen erdortert. 

§ 33. In den folgenden Paragraphen soll iiber Versuche 
berichtet werden, welche entweder mit direktem Sonnenlicht 
oder doch mit hellem diffusem Tageslicht angestellt worden 
sind. Diese Versuche ergaben nur Resultate, welche schon in 
den vorigen Paragraphen angedeutet und als ,,positive‘‘ Licht- 
wirkungen bezeichnet wurden. Da ich im Anfang dieser Unter- 
suchung fast ausschlieBlich mit direktem Sonnenlicht arbeitete, 
wurde ich mit diesen Wirkungen des Lichts zuerst bekannt, 
und hielt sie zunachst fiir die einzigen oder doch reproduzier- 
baren, bis mehrere Versuche mit unerwarteten Resultaten mich 
die bisher beschriebenen ,,negativen‘‘ Lichtwirkungen kennen 
lehrten. 

Diese ,,positiven’‘ Lichtwirkungen bestehen darin, daB Ex- 
trakte nach intensiver, allerdings nicht beliebig langer Belich- 
tung einen gréBeren Peroxydasengehalt zeigten als unter glei- 
chen Bedingungen gehaltene, aber verdunkelte Extrakte. Schon 
im vorigen Paragraphen wurden sodann einige Versuche ange- 
fiihrt, welche zeigten, da auch bei schwacherer Belichtung 
, positive’ Lichtwirkungen auftreten, vorausgesetzt, daB die 
Belichtung lange genug dauerte. 

Einige Versuche iiber die Wirkung direkten Sonnen- oder 
sehr hellen diffusen Lichtes sind im folgenden beschrieben, wo- 
bei die Auswahl so getroffen wurde, da fiir méglichst ver- 
schiedene Extrakte und Bedingungen Beispiele gegeben wurden. 
Ich beginne mit einem orientierenden Versuch. 
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Versuch 52 (P. IV. 86). Ein frischer Extrakt aus dem Darm eines 
hungernden, iiberwinternden Dytiscus wurde in ein verdunkeltes und in 
zwei helle Réhrchen gegeben. Das eine der hellen Réhrchen (S) wurde 
zusammen mit dem verdunkelten (D) im Wasserbad an einen Platz ge- 
stellt, der wahrend zweier Tage taglich ungefihr 6 Stunden von der 
Sonne beschienen wurde. Das zweite helle Réhrchen (H) wurde eben- 
falls in ein Wasserbad getan, aber an eine Stelle des Zimmers gestellt, 
welche zwar ebenfalls am Fenster lag, nie jedoch von direkter Sonne 
getrofien wurde (Marz). Nach zweitigigem Stehen wurde gemischt je 

2cecm E -+- 1 oem W'++- 2 Tr Gu. 
Nach kurzer Zeit ergab sich S>-H > D; diese Reihenfolge blieb auch 
nach 48stiindigem Stehen dieselbe. Bemerkenswerterweise war D viel 
griiner gefirbt als S und H (*). 

Versuch 53 (P. IV. 79). Ein frischer Extrakt aus dem Darminhalt 
eines iiberwinternden, hungernden Hydrophilus wurde in ein verdunkeltes 
und in ein helles GefaiB gegeben, beide GefiBe wurden im Wasserbad 
der ziemlich kraftigen Sonne (Marz) ausgesetzt. Es wurden stets 
gemischt 


2 cem E-+-2 Tr Gu. 

1. Nach 30 Minuten wurde die erste Probe angestellt. Sofort er- 
gab sich H > D, wenn schon der Unterschied nicht sehr groB war (**). 
Unterschied bleibt in den nachsten Stunden. 

2. Nach insgesamt 4 Stunden Belichtung, von denen allerdings 


nur 2'/, Sonne waren, wurde eine zweite Probe angestellt, ebenfalls mit 
dem Resultat H > D (*). 

3. Nach 24 Stunden, wiihrend welchen die Extrakte ca. 3 Stunden 
Sonne und 7 Stunden diffuser Belichtung ausgesetzt gewesen waren, 
ergab eine dritte Probe wiederum H > D (*). Dieser letzte Unterschied 
war viel schlagender als die vorhergehenden. 

Versuch 54 (P. N. 30). Ein frischer Dytiscus-Himolymphe-Extrakt 
wurde teilweise verdunkelt, teilweise belichtet. Sonne. Es wurden 
gemischt 

1 cem E+ 2 cem H,O, +-2 Tr Gu. 

Nach fiinf Minuten Belichtung ergab sich sofort H > D(**). 
H ist bedeutend griiner und dunkler als D. Unterschied bleibt nach 
1 Stunde. 

Versuch 55 (P. N. 32). Derselbe Extrakt wurde 4 Stunden spiter 
in zwei Réhrchen verteilt, welche mit Auerlicht beleuchtet wurden. 
Es wurden gemischt 

l ccm E-}-2 ccm H,O, -+-2 Tr Gu. 

Nach fiinf Stunden Belichtung ergab die Probe auch nach 
15 Minuten Stehen kaum einen Unterschied; héchstens erscheint H sehr 
wenig griiner als D (**). Nach ca. 1 Std. H =D (?). 

Versuch 56 (P. N. 33). Ein anderer frischer Dytiscus-Extrakt 
wurde in ein verdunkeltes und in ein helles Réhrchen gegeben und 
beide im Wasserbad in die kriftige Sonne gestellt. Es wurden gemischt 

1 cem E -- 1 ccm H,O,;-+- 1 Tr Gu. 
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Nach fiinf Minuten ergibt die Probe wiederum H > D (**). Der 
Unterschied ist zwar nicht iibermaBig groB, doch volikommen eindeutig: 
H griiner und dunkler als D. Nach 6 Stunden Stehen im Dunkeln 
prachtvoller Unterschied H > D (***). 

Versuch 57 (P. N. 36). Von dem in Versuch 57 benutzten Extrakt 
wurde eine gréBere Menge in zwei Kélbchen verteilt, so, daB der Ex- 
trakt eine groBe Oberfliche besaB. Eins der Réhrchen wurde mehrmals 
dicht mit Stanniol umwickelt, beide verkorkt, mit einigen Tropfen Chloro- 
form versetzt und im Wasserbad zwei Tage lang belichtet. Die GefaBe 
waren wahrend dieser Zeit insgesamt ca. 10 Stunden Sonne ausgesetzt. 
Es wurden gemischt 

1 com E + 1 cem H,O, +1 Tr Gu. 

Nach 15 Minuten war zunachst kaum ein Unserschied festzustellen, 
namentlich da beide Gemische ziemlich blau waren (* *). Nach 25 Mi- 
nuten jedoch deutlich H>D. Nach ca. 1 Stunde prachtvoller Unter- 
schied H > D (***); H ganz tief undurchsichtig dunkelblau, wahrend D 
durchscheinend hell griinblau ist. Einer der gréBten von mir be- 
obachtetenn Unterschiede. 


Versuch 58 (VI. 16). Ein ,,Normalextrakt* von im Dunkeln und 
Kiihlen gehaltenen Porthesia-Raupchen wurde in ein verdunkeltes und 
in ein helles Réhrehen gegeben. Die Réhrchen wurden im Wasserbad 
zirka eine Woche lang dem hellen, diffusen Lichte (einschlieBlich viel- 
leicht 4 Stunden Sonne) ausgesetzt. Hierauf wurden gemischt je 


2 com E -!-2 Tr Gu, 

Die Proben standen iiber Nacht, da sofort weder eine Farbung noch 
ein zweifelsfreier Unterschied nachzuweisen war. Am niachsten Morgen 
war ein auBerordentlich kraftiger Unterschied H > D (**) zu bemerken. 
Nach 3 Tagen, wahrend welchen die Proben schwachem diffusem Tages- 
licht ausgesetzt gewesen waren, waren beide Proben stark verblichen, da- 
bei aber H starker als D, so daB D>H war (*). Siehe hierzu § 36. 

Versuch 59 (VI. 5). Es wurde ein ,,Normalextrakt“ aus getrock- 
neten Porthesia-Raiupchen hergestellt, ein Teil derselben verdunkelt, 
ein anderer belichtet. Beide Réhrchen wurden im Wasserbad 5 Tage 
lang belichtet, wobei sie fast taglich ca. 6 Stunden direktes Sonnenlicht 
erhielten. Es wurden gemischt je 

2 ccm E-+2 cem W -+- 2 Tr Gu. 

Nach 5 Minuten erscheint H etwas (wenig) blaéulicher als D (*); 
D ist dabei mehr braunlichgriin. Beide Proben wurden sodann in die 
Sonne gestellt (vergleiche hierzu § 37). Bereits nach 10 Minuten 
H > D (**); D griinlichgelber als H, welches blaugriin ist. Nach einer 
Stunde sehr kraftiger Unterschied H > D(**); H stark dunkelblau, D 
schwach gelblichgriin. Nach 24 Stunden Unterschied H > D (**) immer 
noch sehr deutlich, obgleich H sichtlich auszubleichen beginnt. 

Versuch 60 (P.N. 9). Es wurde ein Extrakt aus getrockneten 
Porthesiaraupchen hergestellt. in ein verdunkeltes und in ein helles Réhr- 
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chen verteilt und im Wasserbad in die ziemlich schwache Sonne gestellt. 
Es wurden nach 3 Stunden Sonne gemischt je 
2 cem E-+- 1 cem H,O, -+- 2 Tr Gu. 

Nach 20 Minuten waren beide Extrakte noch gelblichbraun, in- 
dessen hatte H deutlich eine leise Griinfarbung. Nach zirka einer Stunde 
H>D, d. h. sowohl griiner als dunkler. D lieB kaum eine Spur von 
Griin erkennen (*). 

Versuch 61 (P. N. 39). In diesem wie in den folgenden Versuchen 
wurden Extrakte aus dem Darminhalt hungernder Mehlwiirmer verwendet 
(,,.Mehlwurm-Extrakt‘). Ein frischer Extrakt wurde wahrend 28 Stunden 
mit 2 Stunden direkte, kriaftige Sonne (November) und ca. 9 Stunden 
diffusem, aber ebenfalls starkem Tageslicht belichtet. Es wurden ge- 
mischt zunichst je 

2cem E+ 2 com W -- 2 Tr Gu. 

Sofort war H tief griinblau, wahrend D gelblichbraunlich und 
milchig war. Hierauf wurde zu jedem Gemisch 1 ccm H,O, zugesetzt. 
Sofort auBerordentlich starker Unterschied: H>D. H tiefblau, D nur 
griinlich (**). 

Versuch 62 (P. N.47). Untersucht wurde ein anderer frischer 
Mehlwurmextrakt in hellem diffusem Licht. Gemischt wurden immer je 

2 ccm E-+-1 Tr Gu-+1 com H,0,. 

1. Nach 1 Stunde Sonne. Sofort H>D; sehr kriftiger Unter- 
schied (**), 

2. Nach 1'/, Stunde Sonne. Nach 10 Minuten ebenfalls deutlich 
H> D ¢). 

3. Nach weiteren 25 Stunden, wihrend welchen die Extrakte 
ca. 8 Stunden hellem diffusem Tageslicht ausgesetzt gewesen waren, 
wurde eine weitere Probe angestellt. Nach 10 Minuten beide Gemische 
kraftig blau, aber deutlich H > D(*). 

4. Nach weiteren 24 Stunden, wahrend welchen die Extrakte zirka 
7 Stunden hellem diffusem Tageslicht und ca. 1 Stunde schwacher 
Sonne ausgesetzt gewesen waren, ergab eine Probe nach 5 Minuten 
D~H, nach 10 Minuten jedoch H>D, nach 20 Minuten sehr deut- 
lich H > D (**). 

Versuch 63 (P. N. 46). Gleichzeitig mit Versuch 60, und unter 
denselben Belichtungs- usw. Bedingungen wurde ein Versuch mit einem 
ca. 2 Tage alten Mehlwurmextrakte angestellt. 

1. Nach 1 Stunde Sonne. Nach 10 Minuten sehr geringer Unter- 


schied, vielleicht H — D. Nach 20 Minuten H — D (**). 
N 


2. Nach 1/, Stunden Sonne. Sofort H  D. 
sehr deutlich H > D (**). 

3. Nach weiteren 25 Stunden unter denselben Belichtungsbedin- 
gungen wie 60, 3 ergab die Probe nach 10 Minuten H > D (*). 

4. Nach weiteren 24Stunden unter denselben Belichtungsbedingungen 
wie 60, 3 ergab sich nach 5 Minuten D > H, deutlich (**). Nach zehn 
Minuten aber H ~ D und nach 20 Minuten sehr deutlich H > D (**). 


ach 20 Minuten 
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Die Ursache fiir die Umkehr des anfinglichen Unterschieds nach 
10 bis 20 Minuten in Versuch 60 und 61, 4, liegt darin, daB hier wie 
in allen in § 31 geschilderten Versuchen der Guajac- und 
H,O,-Zusatz in der Reihenfolge D, H geschah. 

Weiterhin ist zu Versuch 60 und 61 hinzuzufiigen, daB alle 
Unterschiede in Versuch 60 (mit frischem Extrakt) deutlicher 
waren als in Versuch 61 (mit altem Extrakt). 

Versuch 64 (P. N. 53). Ein frischer Mehlwurmextrakt wurde in 
helles diffuses Tageslicht gestellt. Es wurden gemischt je 

1 com E+-1 com W-+ 1 Tr Gu-+ 1 ccm H,O,. 

1. Nach 1 Stunde Belichtung. Sofort deutlich H > D, nach zehn 
Minuten H > D, nach 4 Stunden dasselbe (*). 

2. Nach weiteren 3 Stunden schwacher, diffuser, natiirlicher und 
2 Stunden Belichtung durch einen Auerbrenner ergab sich sofort H > D (*). 
Derselbe Unterschied war auch nach 20 Minuten und auch noch nach 
24 Stunden vorhanden (**). 

3. Nach weiteren 26 Stunden ununterbrochener Belichtung mit 


Auerlicht ergab sich: nach 5 Minuten H Pat D, nach 10 Minuten und 
spiter H > D (**). 

Versuch 65 (P. N. 54). Derselbe Extrakt. welcher in Versuch 62 
untersucht wurde, wurde ca. auf '/, verdiinnt und unter ganz gleichen Be- 
dingungen in demselben Wasserbad gleichzeitig mit den in Versuch 62 
verwendeten Extrakten belichtet. (NB. wurde ebenfalls gleichzeitig Ver- 


such 42 [§29] mit altem Extrakt, welcher bei denselben Bedingungen 
den Unterschied D> H ergab, angestellt.) Proben wurden gleichzeitig 
und in gleicher Weise ausgefiihrt. 

1. Nach 1 Stunde Belichtung. Sofort H>D, auch nach zehn 
Minuten (*). 

2. Nach weiteren 4 Stunden Belichtung (siehe Versuch 62, 2). Sofort 
H>D; sehr starker Unterschied. Ebenfalls nach 20 Minuten und 
24 Stunden H>D (**). Unterschied kraftiger als bei Ver- 
such 62, 2. 


3. Nach weiteren 26 Stunden Belichtung (siehe Versuch 62, 2) er- 


gab sich: nach 5 Minuten D ~ H, nach 10 Minuten D > H (**), nach 
24 Stunden jedoch kein bemerkbarer Unserschied (**). Beide Proben 
sehr blaB blaulich. 

Versuch 66 (P. IV. 75). Um den EinfluB der Konzentration des 
Extrakts auf die ,,positiven‘t Lichtwirkungen zu studieren, wurden in 
einem kleinen MeBzylinder folgende Mischungen hergestellt, wobei der 
Korperextrakt (siehe Versuch 43) eines Dytiscus verwendet wurde: 

1. 6 Tr E+ W; zusammen 10 ccm, 
ss 10 ,, 
-  ee . 0 . 
4.40 , ; ; ”.. 
5. 60 ,, ; 10 ., 
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Selbstverstandlich kam hierbei stets dieselbe Tropfpipette zur Ver- 
wendung. Diese Mischungen wurden darauf zur Hilfte in ein ver- 
dunkeltes, zur Hilfte in ein helles Rohrchen gegeben, worauf sie eine 
halbe Stunde mit recht hellem Tageslicht (Marz) belichtet wurden 
Es ergab sich sofort nach Zusatz von je 2 Tr Gu: 


. H>D, sehr deutlich, 
.H>D, i 
. H>D, deutlich, 
. H — D, schwach, 
5. H~ D, * 
Derselbe Unterschied war auch nach 24 Stunden zu_beob- 
achten (**). 
Aus Versuch 62, 2, 63, 2 und 64 geht also hervor, daB 
im allgemeinen verdiinntere Lésungen bei Belichtung 
im Verhaltnis zu Dunkelextrakten starkere ,.positive’ 
Lichtwirkungen zeigen als konzentriertere, in ahnlicher 
Weise wie dies frische Extrakte im Vergleich mit alten tun. 
Andererseits geht aber aus Versuch 62, 3 und 63, 3. her- 
vor, daB bei langerer Belichtung verdiinnte Extrakte eher die 
Erscheinungen der endgiiltigen Zerstérung der Peroxydase, 
wie sie trotz Chloroformzusatz bei allen Extrakten bei 
Zimmertemperatur und in Gegenwart von Sauerstoff nach und 
nach eintritt, zeigen. Uber diese definitive und irreversible 
Zerstérung aller Extrakte unter beliebigen Belichtungsbe- 
dingungen wird spiater noch einiges gesagt werden. 
Weiterhin sollen noch einige Versuche wiedergegeben 
werden, welche das Verhalten von Lésungen bei schwacherem 


diffusem Tageslicht und intensiverem kiinstlichem Licht illu- 
strieren und unter diesen Bedingungen Ubergangserscheinungen 


zwischen den _ ,,negativen‘‘ und _ ,,positiven’’ Lichtwirkungen 
aufweisen. 

Versuch 67 (P. I. 3). Ein frischer Mehlwurmextrakt wurde in ein 
verdunkeltes und in ein helles Réhrchen verteilt. Die Réhrchen standen 
iiber Nacht (ca. 14 Stunden) im Dunkeln und waren darauf 5 Stunden 
hellem diffusem Morgenlicht ausgesetzt (Februar). Es wurden ge- 
mischt je 

5 ecm E+ 2 Tr Gu. 
Sofort nach Guajaczusatz H > D(*). Nach ca. 10 Minuten sehr stark 
H>D/(*). Nach 2 und 3 Stunden Stehen Unterschied H>D ganz 
ungewohnlich groB: H tiefblau, D nur schwach. weiBlichblau (*) 

Es zeigt sich also, dali helles, diffuses Morgenlicht ahn- 
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liche Wirkungen wie direktes Sonnenlicht hervorrufen kann, 
ein Resultat, welches der auch sonst von mir gemachten Er- 
fahrung entspricht, da® sich ,,positive’’ Lichtwirkungen oft 
sogar leichter in den Vormittags- als in den Mittagsstunden 
erhalten lassen. Hierfiir sind mit viel Wahrscheinlichkeit die 
Verschiedenheiten der Zusammensetzung des Morgen- und 
Mittagslichtes verantwortlich zu machen. 

Ein einziges Mal gaben mir auch zwei gleichzeitig ange- 
stellte Versuche mit Auerlicht einwandfreie ,,positive’: Licht- 
wirkungen. Charakteristischerweise handelte es sich hierbei 
um verdiinnte und frische Extrakte. 

Versuch 68 und 69 (P. IIT. 68 und 69). Dytiscus-Hiimolymphe- 
Extrakt. Es wurden gemischt 

1. 2mal 1 ccm E+ 2 cem W, 
2. 2mal 3 Tr E-+-2 ccm W. 

Nach 6 Stunden Belichtung mit Auerlicht wurden zu allen vier 
Gemischen 2 Tropfen Guajac gegeben. 

1. Nach 20 Minuten H ~~ D, nach 30 Minuten derselbe Unterschied 
deutlicher; nach 1 Stunde H > D (**). 

2. Bereits nach 10 Minuten deutlich H — D (**), nach 20 Minuten 
sehr deutlich H > D; ebenso nach 1 Stunde. 

Auch der Einflu8 der Konzentration geht wieder deutlich 
aus diesen Versuchen hervor. 

Endlich méchte ich der Vollstandigkeit halber noch einen 
Versuch anfiihren, bei welchem die Extrakte, trotzdem sie 
wenigstens zeitweise der Sonne ausgesetzt gewesen waren, 
eine ,,negative’’ Lichtwirkung aufwiesen. Es handelt sich da- 
bei um einen Versuch, bei welchem infolge von starkem Wind 
und bewdlktem Himmel in AuBerst unregelmaBiger Weise 
schwacher Sonnenschein mit sehr schwachem diffusem Licht 
abwechselte. 


Versuch 70 (P. N. 8). Mehlwurmextrakt. Die Réhrchen wurden 

3 Stunden belichtet. Darauf gemischt je 
l com E+ 1 com W-+-1 Tr Gu-+-1 ccm H,0,. 

Zunichst kein Unterschied, beide blaulich. Nach ca. 10 Minuten 
erscheint D dunkler und starker gefirbt als H(*). Nach ca. 1 Stunde 
D dunkelgriin; wihrend H zwar deutlich blauer, aber viel heller und 
durchsichtiger ist. 


§ 34. Der Einflu8 der Wellenlange des Lichtes auf die 
, positiven’ Lichtwirkungen geht schon aus einigen Versuchen 
in §30 hervor insofern, als bei gré8erer Versuchsdauer unter 
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schwacher Belichtung dieselben ,,positiven‘’ Lichtwirkungen 
auftreten, welche intensive Beleuchtung, z. B. direktes Sonnen- 
licht, nach sehr kurzer Belichtung hervorzurufen vermag. Bei- 
spiele fir letztere Wirkungen geben folgende Versuche. 


Versuch 71 (P. III. 341). Von einem frischen Mehlwurmextrakt 
wurden je 1 cem-+-1 ccm W in 4 entsprechend vorgerichtete Versuchs- 
réhren gegeben und im Wasserbad 3 Stunden der Sonne ausgesetzt. 
Hierauf wurden in normaler Reihenfolge (H, D, G. V) je 2 Tropfen 
Guajac dazugegeben. Nach 10 Minuten zunachst nur H und V dunkler 
als D und G; zwischen H und V kaum ein Unterschied, G erscheint 
ein wenig dunkler als D. Nach 20 Minuten ist V dunkler als H, und 
zwar ist V tief blaugriin gefirbt, wahrend H zwar reiner blau, aber viel 
heller und milchig gefarbt ist. G ist ahnlich wie H blauer, aber viel 
heller und milchiger als D. Nach ca. 1 Stunde jedoch zweifellos 
V>H>D>G(**). 

Versuch 72 (P. III. 46). Bei einem andern Versuch wurde ein 
ca, 2 Tage alter Mehlwurmextrakt verwendet. Die GefiiBe standen 
ca. 12 Stunden (iiber Nacht) im Dunkeln und waren darauf 6 Stunden 
Morgen- und Vormittagssonne (Marz) ausgesetzt. Es wurden gemischt je 

2 ccm E+ 2 Tr Gu. 

Nach 10 Minuten V am dunkelsten, obgleich H blauer aber heller 
erscheint. G bei weitem am wenigsten, naimlich nur weiBlich griingelb 
gefarbt (*). 

Nach 30 Minuten H und V am blauesten und dunkelsten, dann G, 
dann D (**). 

Nach ca. 2 Stunden H ~ V>G > D (**). 

Versuch 73 (P. IV. 51). Untersucht wurde ein frischer Extrakt 
aus der Himolymphe eines Dytiscus. Derselbe wurde ca. 2 Stunden mit 
direkter Sonne und 4 Stunden mit mittelhellem diffusem Tageslicht be- 
lichtet. Es wurden gemischt je 

2 ccm E-++- 2 Tr Gu. 
Reihenfolge des Zusatzes wie immer normal. 

Nach ca. 15 Min. ergab sich H > V > D> G (*). Derselbe 
Unterschied blieb auch fiir die niachsten Stunden bestehen. Nach 
3 Tagen ergab sich jedoch die Reihenfolge V > G>H> D. Diese 
Reihenfolge ist indessen das Resultat des allmihlichen Ausbleichens dieser 
wie aller oxydierter Guajaclésungen oder -Suspensionen. (Siehe § 34). 

Versuch 74 (P. IV. 80). Verwendet wurde ein anderer, alterer. 
Kérperextrakt eines Hydrophilus. Derselbe wurde 3 Stunden ziemlich kraf- 
tiger Sonne ausgesetzt. Es wurden gemischt 

je 2 ccm E + 2 Tr Gu. 

Sofort V und H viel dunkler als G und D (*). 

Nach 15 Minuten sehr deutlich V > H > D > G (*), 

Nach ca. 7 Stunden V~ H>D>G; dasselbe auch noch nach 

12 Stunden (**). 
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Versuch 75 (P. V. 92). Ein Extrakt aus der Himolymphe einer 
ausgewachsenen, iiberwinternden Cossus-Raupe wurde untersucht. Die 
Extrakte wurden ca. 6 Stunden von schwacher Sonne belichtet. Darauf 
wurden gemischt 

je 2 ccm E + 2 Tr Gu. 
Nach 15 Min. kaum ein Unterschied, alle schwach_ briiunlichgriin. 
Nach ca. 14Stunden V > H>D>G (**). Samtliche Proben wurden 
darauf ca. 30 Minuten in die Sonne getan. MHiecrauf sehr deutlich 
V>H>D>G (**). 

Versuch 76 (P. V. 104). Ein anderer, aber ca. 18 Stunden alter Cossus- 
Extrakt wurde ca. 8 Stunden belichtet. Er erhielt hierbei 4 Stunden 
Sonne und ca. 4 Stunden diffuses Licht. Es wurden gemischt 

je2ccem E+ 2Tr Gu. 

Sofort war kaum ein Unterschied festzustellen. Nach ca. 14 Stunden 
Stehen war nur V dunkler als alle iibrigen Proben (*). 

Versuch 73 und 74 zeigen wieder den Einflu8 des Alters 
des Extraktes auf die Intensitaét der ,,positiven’’ Lichtwirkung. 
AuBerdem ist zu bemerken, da®B die Cossus-Extrakte an und 
fiir sich sehr arm an Peroxydasen sind, ein Umstand. auf den 
spiter noch eingegangen werden wird. 

Versuch 77 (P. V. 106). Derselbe Extrakt wie in Versuch 74 wurde 
nach weiteren 20 Stunden, nachdem er insgesamt 38 Stunden alt ge- 
worden war, ein zweites Mal untersucht, nur wurde er aufs 5fache 
verdiinnt. Die Versuchsgliser standen ca. 30Stunden und erhielten 
hierbei zweimal ungefahr 4—5 Stunden schwache Sonne und ca. 8 Stunden 
diffuses Licht. Es wurden gemischt 

je 5 ccm verd. E + 2 Tr Gu. 

Nach 20 Minuten sehr schwach: H > V > G > D (*). 

Nach 24Stunden indessen war ein auBerordentlich kraftiger Unter- 
schied festzustellen, insofern als H bei weitem am griinsten war; hierauf 
folgten V > G > D (**). 

DaB trotz des hohen Alters des hier verwendeten Extrakts 
schlieBlich doch noch ein kraftiger Unterschied zum Vorschein 
kam, ist zweifellos zum gréBeren Teile dem Umstand zu- 
zuschreiben, da8 hier ein verdiinnter Extrakt untersucht 
wurde. 

Endlich sei noch ein Beispiel fiir einen Versuch mitgeteilt, 
bei welchem ein Extrakt bei kiinstlicher und nur diffuser 
natiirlicher Belichtung eine deutlich ,,positive’’ Lichtwirkung 


zeigte. 

Versuch 78 (P. N. 44 A). Zur Untersuchung gelangte ein Mehlwurm- 
extrakt. Derselbe wurde zunichst 14 Stunden lang von Auerlicht be- 
strahlt. Gemischt wurden hierauf je 

2 ccm E + 2 Tr Gu 2 ccm H,0O.,. 
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Das Resultat (siehe Versuch 48 und 49, § 30) war G > D > H > V (**). 

Hierauf wurde der Extrakt waihrend 32 Stunden zweimal je ca. 
8 Stunden von diffusem, schwachem, natiirlichem Lichte be- 
strahlt. Eine Probe ergab hierauf nach 10 Minuten V > H > D > G (***). 
Die Unterschiede sind auBerordentlich kraftig. 

Aus diesen Versuchen iiber den EinfluB der Wellenlainge 
des Lichtes auf die ,,positiven’’ Lichtwirkungen ergibt sich, 
wie vielleicht nach den Versuchen in § 32 zu erwarten war, 
da8 violettes Licht ganz in derselben Weise wie gemischtes, 
gelbes dagegen ganz wie Dunkelheit wirken. Es zeigt sich 
sogar, daB in der Mehrazhl der Versuche violettes Licht sogar 
eine stirkere ,,positive‘’ Wirkung als gemischtes und gelbes 
Licht eine noch stirker ,,negati e‘‘ Wirkung als Dunkelheit 
besitzt, ein Verhalten, das auch bei den ,,negativen‘‘ Licht- 
wirkungen bei schwacher Belichtung gefunden wurde. Auf 
die interessante Parallele zwischen diesen ,,positiven’’ Licht- 
wirkungen auf tierische Peroxydasen und den ,,negativen“ Ein- 
fliissen des Lichtes auf die Katalase wird an spiterer Stelle 
noch eingegangen werden. 

§ 35. Eine interessante Erscheinung, welche mir beim 
Studium der ,,positiven‘‘ Lichtwirkungen auffiel, die ich aber 
bisher noch nicht so habe studieren kénnen, wie sie es ver- 
dient, ist die merkwiirdige Tatsache, daB durch schwache Be- 
lichtung im Vergleich zu Dunkelextrakten zuriickgehaltene 
Peroxydasenextrakte sich anscheinend erholen, d. h. ihre 
natiirliche Peroxydasenvermehrung wieder beschleunigen kénnen, 
falls man sie nach kurzer scharfer Belichtung wieder verdunkelt. 
Ein Versuch der Art ist der folgende. 

Versuch 79 (P. N. 53). Ein frischer Extrakt aus dem Darminhalt 
hungernder Mehlwiirmer wurde teils verdunkelt, teils diffusem, aber 
relativ hellem Tageslicht (Dezember) ausgesetzt (mittags 11.30 bis 12.30) 

1. Nach 1 Stunde Belichtung wurde eine Probe gemischt 

l ccm E + 2 cem W + 1 Tr Gu + 1lcem H,O,. 
Fs ergab sich sofort H > D, und der Unterschied blieb auch nach 
10 Minuten sowie nach 4 Stunden derselbe (*). 

2. Die Réhrchen blieben unter denselben Bedingungen noch 3!/, Stunde 
stehn. Nur hatte sich inzwischen der Himmel stark bewélkt, so dab 
bereits nach 3 Stunden (um 3.30 nachmittags) ein Lesen am Fenster kaum 
mehr méglich war. Es wurde eine gleiche Probe angestellt. Nach 
10 Minuten ergab sich H ~ D, sehr wenig, nach 20 Minuten dagegen 
zweifellos, wenn auch nicht sehr stark D> H (**). Nach 2 Stunden 


war kein Unterschied zwischen beiden Lésungen bemerkbar (***). 
"7s 
‘ 
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3. Die Réhrchen wurden darauf mit Auerlicht 2 weitere Stunden 
belichtet. Eine unter gleichen Bedingungen hergestellte Probe ergab 
sofort H->D, nach 10 Minuten sowie auch spiterhin immer 
H > D (*) usw. 

Es sei noch bemerkt, daB der Zusatz von Guajac und H,O, hier 
in der Reihenfolge D, H erfolgte. 

Ich méchte bemerken, daf ich noch mehrere Male ahn- 
liche Erfahrungen gemacht habe, auf deren Schilderung ich 
hier verzichte, da ich nur eine eingehendere Untersuchung dieser 
interessanten und in ihrer Kompliziertheit stark an biologische 
Erscheinungen erinnernde Tatsache vorgenommen habe.  Be- 
kanntlich kénnen ja auch Organismen, welche z. B. durch an- 
dauernde Belichtung negativ phototropisch gemacht worden 
sind (z. B. Daphnien), durch Verweilen im Dunkeln ihren 
positiven Phototropismus wiedererlangen. Von besonderem 
Interesse ware hier ein naheres Studium der Geschwindig- 
keiten, mit denen Lichtreaktion und Erholungsreaktion mit- 
einander abwechseln kénnen. 

Endlich méchte ich noch kurz die Tatsache erwahnen, 
daB alle Extrakte, gleichgiiltig unter welchen Belichtungs- 
bedingungen sie bei Zimmertemperatur gehalten werden, nach 
langerer Zeit ihren Peroxydasengehalt verlieren. Ein Beispiel 
hierfiir wurde schon friiher gegeben (Versuch 63, § 32); andere 
finden sich bereits in § 26 u. 29. Ganz allgemein sei bemerkt, 
da8 in simtlichen untersuchten Fallen nach maximal 14 Tagen 
(in Gegenwart von Choloroform) nur noch sehr schwache Blau- 
oder Griinfarbungen bei beliebigem H,O,- und Guajac-Zusatz 
erzielt wurden. Dabei wurde auch beobachtet, daB sich diese 
letzte Zerstérung der Peroxydase schneller im Licht als im 
Dunkeln vollzog. So ergaben z. B die in Versuch 51 benutzten 
Extrakte H und D bereits nach 7tagigem Stehen (allerdings 
bei fast ununterbrochener kiinstlicher Belichtung) sofort den 
Unterschied D>H (*). Dasselbe wurde in einem nicht be- 
schriebenen Versuch (P. N. 51) beobachtet, in welchem nach 
1 Stunde Sonne sehr deutlich der Unterschied H<D (**), 
nach 8 Tagen jedoch ebenfalls D->H (*) beobachtet wurde. 
Allerdings war in letzterem Falle H blauer gefairbt als D, 
welches tiefgriin war. Indessen war D sowohl dunkler als 
auch bei weitem kriaftiger als H gefarbt, welch letzteres einen 
_ fast durchsichtigen und sehr hellen Farbton besaB. 
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§ 36. Zusammenfassung. Die wichtigsten Resultate der 
in § 33 bis 35 beschriebenen Versuche iiber positive Licht- 
wirkungen sind folgende: 

Direktes Sonnenlicht oder intensives diffuses Tageslicht 
beschleunigen sofort die natiirliche Peroxydasenvermehrung 
tierischer Extrakte in Gegenwart von Sauerstoff. Bereits nach 
5 Minuten Sonnenbelichtung laBt sich zuweilen bei frischen 
Extrakten (Darminhalt von hungernden Mehlwiirmern, iiber- 
winternden und hungernden Dytiscus und Hydrophilus, Hamo- 
lymphe der letzten beiden sowie ausgewachsener Cossus-Raupen, 
iiberwinternde Porthesia-Raupchen) ein deutlicher Unterschied 
H > D nachweisen. Diese Unterschiede treten schneller und 
intensiver bei frischen als bei alten Extrakten auf. Ferner 
zeigen verdiinntere Extrakte stirkere ,,positive‘‘ Lichtwirkungen 
als konzentriertere. Morgenlicht scheint besonders intensive 
, positives’ Lichtwirkungen hervorzurufen. Ein einziges Mal 
gelangten bei einem frischen Extrakt auch nach 6stiindiger 
Belichtung mit Auerlicht ,,positive’’ Lichtwirkungen zur 
Beobachtung. 

Was den Einflu8 der Wellenlange anbetrifft, so ergibt 
sich bei Sonnenlicht oder intensiverem diffusem Licht fiir die 
, positiven‘‘ Lichtwirkungensofort die Reihenfolge V > H > D>G. 
Meist ist der Unterschied zwischen V und H auf der einen 
Seite und D und G auf der andern Seite besonders groB, eine 
Gruppierung, welche oben bereits fiir die zerstdrenden Wirkungen 
des Lichtes auf die Katalase gefunden wurde. Frische Extrakte 
zeigen intensivere ,,positive‘‘ Wirkungen als altere; desgleichen 
verdiinntere eine starkere Wirkung als konzentriertere. Nahere 
Einzelheiten sind bei den Versuchen selbst einzusehen. 

Es wird auf eine interessante Erscheinung aufmerksam 
gemacht, welche an_ ,,Erholungs‘‘-Erscheinungen insofern er- 
innert, als ein durch starke Belichtung in seiner Peroxydasen- 
vermehrung beschleunigter Extrakt diese sistiert oder doch 
sehr verlangsamt, falls die Belichtung plétzlich wieder ab- 
geschwicht wird, verglichen mit einem, unter gleichen Be- 
dingungen gehaltenen verdunkelten Extrakt. Der ,,positive“ 
Unterschied H >D verwandelt sich m.a.W. bald nach Ver- 
ringerung oder Entziehung der Belichtung in H ~ D, oder D > H. 

Bei sehr langer Belichtung (iiber 6 bis 8 Tage) nimmt der 
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Peroxydasengehalt des belichteten Extraktes wieder ab, und 
zwar schneller als der eines unter gleichen Bedingungen ge- 
haltenen verdunkelten Extrakts. Allgemein ist zu beobachten, 
da8 tierische peroxydasehaltige Extrakte unter Chloroform- 
zusatz und bei beliebigen Belichtungsbedingungen mit der 
Zeit ihren Peroxydasengehalt verlieren. 


B. Versuche iiber den EinfluB der Belichtung auf den 
Peroxydasengehalt lebender Tiere. 

§ 37. Um den EinfluB der Belichtung auf den Peroxydasen- 
gehalt lebender Tiere untersuchen zu kénnen, bedarf es ge- 
wisser experimenteller Vorbedingungen, die im allgemeinen etwas 
schwierig zu erfiillen sind. Die erste besteht in der Mdéglich- 
keit, Extrakte herzustellen, welche in bezug auf ihren Gehalt 
an ,,lebender‘‘ Substanz gleich konzentriert sind. Fir eine 
derartige Dosierung sind sehr kleine Versuchstiere, welche in 
toto zu Extrakten verarbeitet werden, kénnen am geeignetsten. 
Ferner mu8 es méglich sein, die Versuchstiere méglichst gleich- 
maBig und vollkommen zu belichten, und endlich mu8 das 
Versuchsverfahren méglichst wenig abhangig von den _ indi- 
viduellen Verschiedenheiten der einzelnen Individuen sein. Auch 
hierfiir eignet sich kleines, aber in gréBerer Zahl verwendbares 
Tiermaterial am besten, und ich habe aus diesen Griinden Ver- 
suche iiber den EinfluB der Belichtung auf den Peroxydasen- 
gehalt lebender Tiere vorwiegend an Porthesia-Raupchen 
angestellt, obgleich fiir Peroxydasenversuche im allgemeinen 
gerade diese Organismen wenig geeignet erscheinen. Der Nach- 
teil liegt darin, daS die Extrakte dieser Raupchen ganz im 
Gegensatz zu ihrem ungemein grofen Katalasengehalt nur eine 
geringe Peroxydasenmenge enthalten, so da® oft nur schwache 
Griinfarbungen, und diese auch zuweilen erst nach_lingerem 
Stehen auftreten (siehe § 33). Immerhin sind sie jedoch als 
peroxydasehaltig zu bezeichnen, wie die in § 33 geschilderten 
Versuche beweisen, und wie auch aus Checkversuchen, in wel- 
chen statt der Extrakte reines Chloroformwasser verwendet 


wurde, zur Geniige hervorgeht. 

Allerdings bieten die Versuche mit Porthesiaraupchen den 
fiir die Theorie der phototropischen Erscheinungen nicht zu 
unterschatzenden Vorteil, daB sich leicht an demselben Material 
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gleichzeitig Lichtwirkungen sowohl auf den Katalasen- als 
auch auf den Peroxydasengehalt untersuchen lassen. In der 
Tat bin ich denn auch so verfahren, da®B ich fast alle drei in 
§ 16—24 auf ihren Katalasengehalt untersuchbten Extrakte auch 
auf die Stirke ihrer Guajacreaktion prifte. Ich werde dem- 
entsprechend in den im folgenden beschriebenen Versuchen stets 
auf die entsprechenden Katalasenversuche zuriickweisen. 

Zur Versuchstechnik sei bemerkt, da8 ich zur schnelleren 
und kraftigeren ,,Differenzierung‘‘ etwaiger Unterschiede die zu 
vergleichenden Extrakte nach Guajac- und H,O,-Zusatz ins 
helle diffuse Tageslicht oder auch direkt in die Sonne, natiir- 
lich unter vollkommen gleichen Belichtungs-, Temperatur- usw. 
Bedingungen brachte. Vielfache Versuche mit anderen Extrakten 
mit bekannten Unterschieden im Peroxydasengehalt haben 
mir gezeigt, daB dies Verfahren vollkommen einwandfrei ist, 
insofern als durch die im Licht schneller verlaufende Eigen- 
oxydation des Guajacs nie ein Unterschied im Peroxydasen- 
gehalt verindert, insbesondere etwa umgekehrt wird, abgesehen 
davon, da bei zu langer oder starker Belichtung die Unter- 
schiede wegen der iiberhandnehmenden Eigenoxydation des 
Guajacs wieder verwischt werden. 

Ein orientierender Versuch ergab nun sofort einen deut- 
lichen Unterschied. 

Versuch 80 (VI. 1 und 2); siehe hierzu § 16, Versuch 25. Ein Teil 
der Raupchen war im Dunkeln und Kiihlen gehalten worden, ein anderer 
wurde bei Zimmertemperatur der Sonne ausgesetzt. Néaheres siehe § 16, 
Versuch 25. Nach 2!/, Tagen Belichtung wurden ,,Normal‘‘-Extrakte 
hergestellt und auf ihren Katalasen- und Peroxydasengehalt verglichen. 
Zur Untersuchung des letzteren wurden gemischt: 

I. je 5ccm E-+-3 Tr. Gu; 
II. je 5cem E-+-2cem H,0, -+- 3 Tr. Gu. 

I. Nachdem die Mischungen ca. 2 Stunden im Dunkeln gestanden 
hatten, war kein Unterschied bemerkbar; beide Proben eine Spur griin- 
lich (**). Hierauf wurden beide Proben in die Sonne gestellt. Nach 
ea. 1/, Stunde H schwach blauer als D(**). Nach ca. 1 Stunde aber 
deutlich H > D(**). Nach 24 Stunden Stehen war der Unterschied 
immer noch deutlich H > D(**). — Gleichzeitig wurde ein Checkversuch 
mit reinem Chloroformwasser (5 cem W-+ 3 Tr. Gu) angestellt. Bei 
allen Beobachtungen war dies Gemisch stets weniger blau und dunkler 
gefirbt als H und D(**), 

II. Die Mischungen mit H,O, zeigten auch nach 24 Stunden Stehen 
im Dunkeln keinen zweifelsfreien Unterschied(**). Sie wurden darauf 
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in die Sonne gestellt. Nach 30 Minuten H schwach blauer als D; nach 
1 Stunde H schwach, aber deutlich blauer als D(**). Unterschied nicht 
so stark wie bei I. 
Die entsprechenden Katalasenwerte waren 
H—.0061; D=.9079. 

Interessanterweise ergab sich, daB der beobachtete Unter- 
schied im Peroxydasengehalt der Extrakte nach ca. 28stiindigem 
Stehen beider Extrakte in diffusem Tageslicht nicht nur noch 
erhalten war, sondern sich sogar noch verstarkt hatte. 

Versuch 81 (VI. 4). Es wurden wieder gemischt je 5 ccm E 
+3 TrGu. Nach 5 Minuten in diffusem Licht erscheint bereits H 
ein wenig blauer als D(**). Beide Réhrchen wurden in die Sonne ge- 
stellt. Mach 15 Minuten sehr deutlicher Unterschied H > D(**). H ist 
griinblauer als D, welch letzteres mehr briunlich aussieht. Ebenso nach 
1 Stunde Sonne H > D(**). Auch nach 24 Stunden ist immer noch 
H > D(**), obschon H im Vergleich zur vorigen Beobachtung sichtlich 
ausgeblichen erscheint. 

Es ist nicht ausgeschlossen, da8 die Erklarung fiir diese 
Verstarkung des Unterschieds bei gleicher Behandlung der 
Extrakte mit dem Alter darin zu suchen ist, da8 bei einem 
geringeren Anfangsperoxydasengehalt des H-Extraktes die natiir- 
liche Peroxydasenvermehrung dieses Extraktes unproportional 
dem Anfangsgehalt langsamer stattfindet als bei gréBerem 
Peroxydasengehalt. Namentlich fiir autokatalytische Vor- 
gange scheint es nach der Gestalt der Geschwindigkeitskurven 
bei verschiedenem Anfangsgehalt des Autokatalysators charakte- 
ristisch zu sein, daB (wenigstens in den ersten Stadien der 
Reaktion) die Geschwindigkeitszunahme nicht proportional der 
Katalysatorkonzentration ist, sondern schneller als diese zu- 
nimmt. An autokatalytische, spez. autoxydative Vorginge in 
diesem Zusammenhang zu denken, liegt meiner Ansicht nach 
eine ganze Reihe von Griinden vor. 

Merkwiirdigerweise zejgte es sich nun bei einer zweiten 
Versuchsreihe, bei welcher die Extrakte nicht im diffusen Tages- 
licht sondern sorgfaltig im Dunkeln aufbewahrt wurden, daB 
im Dunkeln der Unterschied nicht zunahm, sondern im Gegen- 
teil sich verwischte. Allerdings wurde gleichzeitig eine starke 
Vermehrung des Peroxydasengehalts in beiden Extrakten be- 


obachtet. 
Versuch 82 (VI. 7 A und B); siehe hierzu § 17, Versuch 28. Raup- 
chen aus einem Dunkelnest wurden in zwei Partien geteilt, die eine 
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Partie in verdunkeltem Réhrchen, die andere in hellem Réhrchen 2 Tage 
lang belichtet. Einzelheiten siehe § 17, Versuch 28. Es wurden ge- 


mischt 
I. je 2ccm E +3 Tr Gu; 


II. je 2 com E+- 1 ccm H,0, +-3 Tr Gu. 

I. Sofort (im diffusen Licht) kein Unterschied bemerkbar. Beide 
Réhrchen in die Sonne getan. Nach 15 Minuten deutlicher Unterschied 
H > D(**). Nach 2 Stunden Besonnung noch deutlicher H > D(**). 

II. Sofort (in diffusem Licht) kein deutlicher Unterschied. Beide 
Réhrchen in die Sonne getan. Nach 15 Minuten sehr deutlicher Unter- 
schied H > D(**); Unterschied viel kraftiger als bei I Nach 
ca. 2 Stunden sehr schéner Unterschied: H intensiv blaugriin, D griinlich- 
braun. 

Die entsprechenden Katalasenwerte waren 

H=.0564; D=—.0650. 

Versuch 83 (VI. 6, A und B). Dieselben in Versuch 82 benutzten 
Extrakte wurden ca. 14 Stunden sorgfaltig im Dunkeln aufbewahrt. 
Sodaun wurden gemischt 

I. je 5 ccm E--3 Tr Gu; 
II. je 3 cem E+- 1 ccm H,0, +- 3 Tr Gu. 

I, Sofort erscheint (im diffusen Licht) H ein wenig griiner als D(**). 
Beide Roéhrchen in die Sonne getan. Nach 15 Minuten Unterschied ver- 
schwunden(**); D ein wenig blauer als H(**). Nach ca. 1 Stunde 
H x D(**); dabei H griiner, D braunlicher und dunkler(**). Nach 
ca. 3 Stunden Sonne H > D(**); ‘Unterschied zwar klein, aber unzweifel- 
haft. Beide Proben sehr stark griin. 

II. Sofort erscheint (im diffusen Licht) H ein wenig griiner als 
D(**). H dabei wieder griiner, D wieder mehr briunlichgriin. Nach 
3 Stunden Sonne H>D; Unterschied schwach, aber unzweifelhaft(**). 
Beide Proben stark griin, und zwar intensiver als bei I. 

Weitere Versuche iiber den Einflu8 gemischten Lichtes auf den 
Peroxydasengehalt lebender Porthesiariiupchen sind im niichsten Para- 
graphen wiedergegeben. 

Diese Versuche zeigen iibereinstimmend, da in derselben 
regelmaBigen Weise, in welcher bei Belichtung die 
Katalase im lebenden Tierkérper zerstért wird, um- 
gekehrt die Peroxydase sich vermehrt. Allerdings be- 
ziehen sich diese Versuche zunachst auf intensivere Belichtung, 
und es soll keineswegs in Abrede gestellt werden, daB bei 
schwacher Belichtung vielleicht auch eine kleinere Abnahme 
der Peroxydase (entsprechend der einmal beobachteten gering- 
fiigigen Zunahme der Katalase bei diesen Bedingungen) zur Be- 
obachtung gelangen kann. Ich habe hieriiber noch nicht ein- 


gehendere Versuche anstellen kénnen. 
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§ 38. Der EinfluB der Wellenlange des Lichtes auf den 
Peroxydasengehalt lebender Raupchen wurde wieder parallel 
mit den entsprechenden Katalasenversuchen untersucht. 

Versuch 84. (VI. 12); siehe § 20, Versuch 32. Die Riupchen eines 
Dunkelnestes wurden in 4 entsprechend vorgerichtete Versuchsgliser ver- 
teilt und ca. 10 Stunden schwacher Sonne ausgesetzt. Einzelheiten siehe 
§ 20, Versuch 32. Es wurden gemischt je 2cem E-+2 Tr Gu; die Proben 
wurden sofort nach Guajaczusatz in die Sonne gestellt. Nach ca. 2 Stun- 
den Sonne ergab sich H = V> D>G(**). Alle Unterschiede sehr aus- 
gesprochen. 

Die entsprechenden Katalasenwerte sind: 

H . 00518; D =. 00755; G .00817; V==.00543.1) 

Ordnet man die Extrakte gemi8 ihrem Gehalt an Peroxydase und 
Katalase, so erhiilt man die Reihenfolgen 

Peroxydase: H>V>D>G; 
7 we 
Katalase: G>D>V>H. 
we 

Versuch 85. (VI. 13); siehe § 20, Versuch 33. Von denselben im 
vorigen Versuch benutzten Raiupchen wurden einige weitere 24 Stunden 
belichtet. Einzelheiten siehe § 20, Versuch 33. Es wurden wieder ge- 
mischt je 2cem E--2 Tr Gu. Die Proben wurden ca. 24 Stunden in 
schwaches diffuses Licht gestelit. 

Hierauf ergab sich mit aller wiinschenswerten Deutlichkeit H > V 

-G > D(**). 

Die entsprechenden Katalasenwerte sind: 

H = . 00341; D—.00528; G=.00569; V=—.00475. 

Geordnet ergibt sich fiir beide Fermente: 

Peroxydase:H >V>G > D, 
Katalase: G>D>V H. 
~ 

Versuch 86 (VI. 14); siehe § 20, Versuch 34. Nachdem die Riaup- 
chen, von denen ein Teil zu Versuch 84(32) und Versuch 85 (33) be- 
nutzt wurden, insgesamt 96 Stunden natiirlicher Belichtung (Einzelheiten 
siehe § 20, Versuch 34) ausgesetzt gewesen waren, wurde eine weitere 
Peroxydasenprobe vorgenommen. Es wurden wiederum gemischt je 
2ecm E-+-2 Tr Gu. Die Proben wurden in schwaches, zuweilen durch 
Wolken getriibtes Sonnenlicht nach dem Guajaczusatz gebracht. 

Bereits nach 1 Stunde zeigen sich prachtvolle Unterschiede: 

mo V2 3B> aC). 

Die entsprechenden Katalasenwerte sind: 

H=.0042; D=.0045; G=—.0048; V=—. 0038. 

Geordnet ergeben sich fiir beide Fermente die Reihenfolgen: 


1) Es ist vielleicht nicht iiberfliissig, hier zu bemerken, daB die 
Ausrechnung der Konstanten erst mehrere Monate nach Anstellung so- 
wohl der H,O,-Versuche als auch der im Text geschilderten Peroxydasen- 
versuche stattfand. 
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Peroxydase: H V>D>G; 
Katalase: G D>H V. 

Versuch 87 (VI. 11); siehe hierzu § 21, Versuch 35. Porthesia- 
Raupchen wurden 5 Tage lang von natiirlichem Licht (meist Sonne) be- 
lichtet, so da sie bereits einzugehen begannen. Es wurden nur lebende 
Raupchen benuizt. Einzelheiten siehe § 21, Versuch 35. Es wurden ge- 
mischt je 

2ccm E -+- 2 Tr Gu. 
Die Proben wurden sofort in die (schwache) Sonne gestellt. 

Nach 30 Minuten: V H ra D~-G (**); Unterschiede indessen 
sehr schwach. Nach 24 Stunden (mit ca. 4 Stunden Sonne) ist die Reihen- 
folge: H = V S>2 rk 

Die zugehérizgen Katalasenwerte sind: 

H .0067; D-—.0073; G .0073; V = .0061. 
Geordnet ergeben sich die Reihenfolgen: 


Peroxydase: H V G>D; 
: ~ 


Katalase: D G H V. 


Versuch 88 (VI. 8 und 9); siehe hierzu § 21, Versuch 36. Es wurden 
Raupchen untersucht, welche 6 Tage kriaftig belichtet worden waren. Die 
Raéupchen in V und G waren simtlich, die in D zum Teil tot; in H 
waren alle Riupchen noch lebendig. Es wurden von V und G tote, ° 
von D und H lebende Riupchen verwendet. Gemischt wurden 

1. je 5cem E+ 3 Tr Gu; 
2. je 3ecm E—-1 cem H,0, + 3 Tr Gu. 

1. Nach 30 Minuten in diffusem Lichte ergab sich die Reihen- 
folge: G-= D>H V (**); die Unterschiede waren indessen recht 

we ew 
klein. Nach 4 Stunden diffuser Belichtung ergab sich etwas deutlicher: 
G7 V>D—7 Ee). 
~ ~ 
2. Nach 30 Minuten in diffusem Lichte ergab sich: 
G>V>H D (**); 
die Unterschiede sind viel deutlicher als bei 1. Nach 4 Stunden diffuser 
Belichtung: G > V > H > D (**). 

Die fiir dieselben Extrakte gemessenen Katalasenwerte sind: 

H .00687; D .00758; G .00341; V 00408, 

Geordnet ergeben sich die Reihenfolgen: 

Peroxydase: 1. (ohne H,0,): G.” V>D — H; 
: iti a ~ ~ 
2. (mit H,O,): G ¥>H8 > D; 
Katalase: D>H>V>G. 


Diese Versuche zeigen zunichst, da auch beim Studium 


des Einflusses der Wellenlinge des Lichtes auf den Peroxydasen- 
gehalt im lebenden Tierkérper nur ,,positive‘‘ Lichtwirkungen 
zu beobachten sind, wobei, nicht zu lange Belichtung voraus- 
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gesetzt, violettes Licht sehr ahnlich wie gemischtes Licht, gelbes 
Licht dagegen sehr ahnlich wie Dunkelheit wirkt. Ferner 
aber ergibt sich mit auBerordentlicher, in Anbetracht 
des biologischen Charakters der Versuche fast erstaunlicher 
RegelmaBigkeit eine genaue Parallele zwischen der 
Vermehrung einerseits des Peroxydasengehalts, und 
der Zerstérung des Katalasengehalts auf der andern 
Seite bei Belichtung. Vielleicht wird diese GesetzmaBigkeit 
durch eine tabellarische Zusammenstellung noch deutlicher vor 
Augen gefiihrt (Tabelle 34). 


Tabelle 34. 
Versuch 32 und Versuch 84. Katalase: G>D> ViH; 
Peroxydase: G< D<VH. 
Versuch 33 und Versuch 85. Katalase: G>D>V>H; 
Peroxydase: DTG<V<H. 
Versuch 34 und Versuch 86. Katalase: G>D>H>YV; 
Peroxydase: G<D<V<H. 
Versuch 35 und Versuch 87. Katalase: D=—G>H>V; 
Peroxydase: D<G<VaH. 
Vers. 36 u. Vers. 88, Iu. II. Katalase: D>H>V>G; 


Peroxydase: 1. HSE D< VG; 
2. DCH< V<G. 


Abgesehen von kleineren Unstimmigkeiten, welche zweifellos 
auf Versuchsfehlern beruhen, ist die Ubereinstimmung der beiden 
Reihen in allen Versuchen ganz vorziiglich. Insbesondere kommt 
es bei den Versuchen mit kiirzerer Belichtungsdauer, welche 
die ausgesprochensten Unterschiede zwischen den Wirkungen 
von Licht verschiedener Wellenlinge ergeben, nie vor, daB die 
zugeordneten Paare: H und V sowie D und G getrennt werden. 
Darauf, daB die Beobachtungsreihen fiir diese zwei oxydativen 
Fermente vollkommen unabhangig voneinander festgestellt resp. 
berechnet wurden, ist schon oben hingewiesen worden. 

Was die Beziehungen zwischen Lebensdauer und Per- 
oxydasengehalt anbetrifft, so starben die hungernden Raupchen, 
wie bereits erwaihnt, in der Reihenfolge: G>V>D>H. Es 
wurde auch bereits erértert, daB dieser Reihe der Katalasen- 
gehalt der Raupchen kurz vor ihrem Absterben insofern ent- 
spricht, als (mit Ausnahme von V) die Raupchen mit dem 
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gréBten Katalasengehalt am ehesten sterben. Umgekehrt 
kénnen wir auf Grund der eben beschriebenen Versuche auch 
sagen, daB die Raupchen mit dem kleinsten Peroxydasen- 
gehalt (unter G oder D) am ehesten sterben, wiahrend die 
mit dem groBten Peroxydasengehalt (nach obigen Versuchen 
immer unter H) auch immer am langsten leben. Dieser 
letztere Punkt ist besonders wichtig, einmal darum, weil er 
zeigt, daB der lebenserhaltenden Wirkung des positiven Photo- 
tropismus der Porthesia-Raupchen eine Vermehrung der Per- 
oxydase (neben der Zerstérung der Katalase) parallel lauft, 
sowie zweitens darum, weil in samtlichen von mir hieriiber 
angestellten Versuchen gerade die maximale Vermehrung der 
Peroxydase im gemischten Licht absolut regelmaBig ist, und 
auch niemals z. B. in dem sehr ahnlich wirkenden violetten 
Licht stattfindet. Das Verhalten des Peroxydasengehaltes im 
Violetten und auch im Dunkeln bzw. Gelben variiert im Gegen- 
satz hierzu einigermafen, insofern als namentlich im violetten 
Licht die Parallele zwischen zunehmender Sterblichkeit und 
abnehmendem Peroxydasengehalt nicht deutlich vorhanden ist. 
Fiir diese UnregelmaBigkeit, welche bei den Peroxydasebestim- 
mungen ersichtlich gréfer ist als bei den Katalasebestimmungen, 
ist ohne Zweifel mehr die relativ unbestimmte und ungenaue 
Bestimmungsmethode des ersteren Ferments als eine Inkongruenz 
der Tatsachen verantwortlich zu machen. 

§ 39. Zusammenfassung. Die wichtigsten Resultate der 
in § 37 und 38 beschriebenen Versuche iiber den EinfluB der 
Belichtung auf den Peroxydasengehalt lebender Porthesia- 
Raupchen sind folgende: 

In derselben regelmaBigen Weise, in welcher bei Belichtung 
(helles diffuses Tageslicht oder direktes Sonnenlicht) der Kata- 
lasengehalt lebender Porthesia-Raéupchen zerstért wird, ver- 
mehrt sich der Peroxydasengehalt derselben. 

Was den Einflu8 der Wellenlinge des Lichtes anbetrifft, 
so begiinstigt bei nicht zu langer Exposition violettes Licht in 
ahnlicher, aber stets etwas schwacherer Weise wie gemischtes 
Licht die Vermehrung der Peroxydase. Im Gegensatz hierzu 
wirkt gelbes Licht ahnlich wie Dunkelheit, ja hindert die Per- 
oxydasenentwicklung im lebenden Tierkérper in etwas mehr als 
der Hilfte der untersuchten Faille noch starker als Lichtentziehung. 
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Es stellt sich ferner eine fast vollkommen genaue Parallele 
zwischen dem zerstérenden EinfluB der Spektralbezirke auf die 
Katalase und dem entwickelnden oder vermehrenden Einflu8 
derselben auf die Peroxydase heraus. Diese Parallele ist auch 
unter verschiedenartigen Belichtungsbedingungen und insbeson- 
dere auch bei variierender Belichtungsdauer immer vorhanden. 
In einigen Fallen ist die Cbereinstimmung absolut, in anderen 
Fallen variiert nur die Stellung der Belichtungsbedingungen 
innerhalb der zugeordneten Paare H, V und D,G. Nie findet 
ein Springen aus einem Paare in das andere statt. 

Was die Beziehungen zwischen der Sterblichkeit der 
hungernden belichteten Riupchen und dem Einflu8 des Lichtes 
auf den Peroxydasengehalt anbetrifft, so ergaben simtliche 
Versuche, daB im gemischten Licht, in welchem die Raupchen 
am lingsten leben, stets der héchste Peroxydasengehalt fest- 
gestellt werden konnte. Auf der andern Seite entsprach der 
im Gelb beobachteten gréB8ten Sterblichkeit in der Mehrzahl 
der Falle auch der kleinste Peroxydasengehalt. Eine Parallele 
zwischen der Wirkung des violetten Lichts und der Licht- 
entziehung auf den Peroxydasengehalt und die Sterblichkeit 
laBt sich auf Grund der bisherigen Versuche mit Deutlichkeit 
nicht erkennen. 


IV. Uber die Rolle oxydativer Fermente bei den photo- 
tropischen Reaktionen der Tiere. 


§ 40. Es eriibrigt nun zu untersuchen, welche Beziehungen 
sich auf Grund der in den vorigen Paragraphen beschriebenen 
Versuche zwischen dem Gehalt der Organismen an oxydativen 
Fermenten resp. deren Lichtempfindlichkeit auf der einen Seite, 
den phototropischen Reaktionen auf der andern Seite ergeben. 
Ich méchte von vornherein bemerken, da ich derartige Schliisse 
hier nur mit Vorsicht und in méglichster Kiirze zu ziehen be- 
absichtige. Der hauptsichlichste Grund hierfiir liegt nicht etwa 
in einem Zweifel iiber die Zuverlassigkeit und Konstanz der in 
dieser Abhandlung geschilderten Versuche, sondern darin, dat} 
vorliegende Arbeit nur einen Teil der experimentellen Unter- 
suchungen enthilt, welche ich einerseits bereits angestellt habe, 
andererseits noch vorzunehmen beabsichtige. Es ist einleuchtend, 
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dal} eine eingehendere Diskussion tiber den Wert dieser Oxydasen- 
versuche fiir eine physikalisch- resp. photo-chemische Theorie 
der phototropischen Erscheinungen zweckmiaBiger erst nach 
Schilderung der in dieser Arbeit noch nicht wiedergegebenen 
weiteren Versuche iiber den Zusammenhang zwischen den Eigen- 
schaften der Oxydasen und dem Phototropismus stattfindet. 
So habe ich z. B. eine ziemlich eingehende Versuchsreihe iiber 
den Temperatureinflu® auf die Lichtempfindlichkeit der Kata- 
lase, auf die natiirliche sowie durch Belichtung beschleunigte 
Peroxydasenentwicklung in Tieren und Extrakten usw. an- 
gestellt; desgleichen wurde auch bereits der EinfluB von H- 
und OH-Ion, von Kohlensiure, Alkohol und den durch die 
bekannten neueren Loebschen Untersuchungen so interessant 
gewordenen Estern (z. B. Athylacetat) usw. sowohl auf die 
Lichtempfindlichkeit der Katalase als auch auf die natiirliche 
Entwicklung und Lichtempfindlichkeit der Peroxydase unter- 
sucht. Diese Versuche, welche in Hinsicht auf die zitierten 
Loebschen Versuche iiber die chemische BeeinfluBbarkeit photo- 
tropischer Reaktionen von besonderer Wichtigkeit sind, werden, 
nachdem ich sie zum Teil noch erginzt und wiederholt habe, 
in einer niichsten Abhandlung wiedergegeben werden. Endlich 
sind auch noch Untersuchungen iiber den wichtigen Einfiub 
des Nervensystems und des optischen Sinnesapparates auf den 
Gehalt lebender Tiere an oxydativen Fermenten im Gange. 
Ich glaube indessen, da schon auf Grund des hier wieder- 
gegebenen Versuchsmaterials folgende Beziehungen zwischen 
Oxydasengehalt und Phototropismus mit einiger Sicherheit auf- 
gestellt werden kénnen: 1. Zuniichst entspricht dem_ ,,posi- 
tiven‘* oder ,,negativen‘’ Sinn des Phototropismus der hier 
untersuchten Insekten ein deutlicher Unterschied im Ver- 
haltnis der Mengen, in welchen sich die zwei hier unter- 
suchten Fermente in den aus diesen Tieren hergestellten Ex- 
trakten nachweisen lassen. Diese Beziehung wird am deut- 
lichsten, wenn wir die extremsten hier untersuchten Vertreter 
positiv und negativ phototropischer Tiere: die intensiv negativ 
phototropischen Mehlwiirmer einerseits, die intensiv positiv 
phototropischen Porthesiaraupchen andererseits miteinander ver- 
gleichen. Die Verbreitung der Peroxydase ist nun fir diese 
Tiere besonders charakteristisch insofern, als die Mehlwurm- 
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extrakte mir die intensivsten Guajacreaktionen ergaben, welche 
ich tiberhaupt beobachtet habe, waihrend auf der andern Seite 
die Porthesiaréupchen immer nur relativ schwache, ja bei 
frischen Extrakten regelmaBig iberhaupt keine zweifelsfreie 
Peroxydasenreaktion gaben. Vielleicht sind in diesem Punkt 
die intensiv positiv phototropischen gefliigelten Ameisen (Cam- 
ponotus) noch charakteristischer insofern, als ich bei den aus 
ihnen hergestellten Extrakten iiberhaupt keine Guajacreaktion 
feststellen konnte. Was die Verbreitung der Katalase auf 
der andern Seite anbetrifft, so sind zwar die Unterschiede nicht 
so deutlich wie in der Verbreitung der Peroxydase, da sich in 
allen Extrakten, auch in Extrakten aus dem Darminhalt 
hungernder Mehlwiirmer Katalase nachweisen la8t, wohl aber 
fallt der ganz ungemein hohe Katalasengehalt der positiv helio- 
tropischen Porthesiariupchen, fernerhin auch der gefliigelten 
Ameisen auf, der bei den Raupchen ein Arbeiten mit Ex- 
trakten von 1 Raupchen auf 1 cem Chloroformwasser (== ca.0.2Ge- 
wichtsprozent) gewdhnlich in einer Verdiinnung von | Teil Ex- 
trakt auf 10 Teile H,O, (= ca. 0.02 Gewichtsprozent) gestattete, 


— ‘ H,O a a 
wobei sich bei ca. a Geschwindigkeitskonstanten von der 
v 


GréBenordnung: .4343K —.01 ergaben. Eine vergleichende 
Untersuchung des Katalasengehaltes verschiedener Tierspecies 
wire nur sehr schwierig auszufiihren, da jedenfalls auch die 
Katalase wie andere Fermente eine spezifische Verteilung in 
den Organen eines Tieres hat. Indessen haben meine Ver- 
suche jedenfalls mit betrachtlicher Wahrscheinlichkeit ergeben, 
daB in den Porthesia- und Camponotusextrakten die Menge 
fremder Substanzen, welche z. B. bei H,O,-Zersetzung die 
Scharfe des Titrierens hindern resp. selbst einen K MnO,-Titer 
ergeben, von allen untersuchten Extrakten am kleinsten ist. — 
Die ferner untersuchten Insekten Hydrophilus, Dytiscus und 
Cossusraupen zeigen nun deutlich, sowohl was den Sinn ihrer 
phototropischen. Reaktionen als auch die relative Verteilung 
ihres Katalasen- und Peroxydasengehalts anbetrifft, eine mittlere 
Stellung. Es wurde oben schon berichtet, da insbesondere 
diese Kafer in sehr variierender Weise indifferent bis positiv 
oder negativ phototropisch sind, zum wenigsten zu der Zeit 
und den Umstanden, unter welchen sie hier zur Untersuchung 





ee 
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gelangten. Dem entspricht nun vollkommen die Verteilung 
der beiden Oxydasen insofern, als hier sowohl sehr kraftige 
Guajacreaktionen als auch sehr intensive H,0,-Zersetzungen 
beobachtet wurden. 

Es scheint aus diesen Feststellungen hervorzugehen, dai 
es charakteristisch fiir negativ phototropische Tiere ist, einen 
hohen Peroxydasengehalt, aber einen im Verhiltnis hierzu 
kleinen Katalasengehalt zu besitzen. Umgekehrt wurde ge- 
funden, da{ ausgesprochen positiv heliotropische Tiere nur sehr 
geringe Mengen oder gar keine Peroxydase in ihren Extrakten 
nachweisen lassen, wahrend diese letzteren ihrerseits wieder 
ungemein reich an Katalase sind. Wenn schon ich nicht ver- 
kenne, da zur endgiiltigen Festiegung dieser Gesetzmabigkeit 
weitere Untersuchungen an anderen Tierspecies sehr wiinschens- 
wert sind, so méchte ich doch betonen, dai die hier unter- 
suchten sechs Species zu Anfang der Untersuchung nur des- 
wegen gewihlt wurden, weil sie in der Tat als besonders ty- 
pische Vertreter der verschiedenen Klassen phototropischer 
Tiere erschienen resp. bekannt sind. Dies gilt insbesondere fiir 
cie extremen Vertreter des positiven und negativen Photo- 
tropismus. — Vielleicht ist die Bemerkung nicht iberfliissig 
daB ich zu Beginn der Untersuchung keineswegs ein derartiges 
Verhalten erwartet hatte. 

Auf Grund dieses Ergebnisses sollte man folgern, daB 
z. B. periodisch phototropische Tiere, wie z. B. gefliigelte 
Ameisen, Blattliuse, indessen auch Dytiscus und Hydrophilus 
zur Zeit der héchsten Geschlechtsreife (Schwarmzeit) auch in 
bezug auf das Verhiltnis der beiden oxydativen Fermente 
periodisch variieren, indem z. B. zur Zeit der Geschlechtsreife 
mit dem parallelen Entstehen eines intensiven positiven Photo- 
tropismus auch eine intensive Vermehrung der Katalase statt- 
finden sollte. In entsprechender Weise sollte bei manchen In- 
sektenlarven, welche kurz vor Beendigung ihres Larvenstadiums 
ausgesprochen negativ phototropisch werden, eine entsprechende 
Steigerung des Peroxydasengehalts beobachtet werden. Ich bin 
bisher noch nicht in der Lage gewesen, diese Folgerung zu 
prifen. DaS aber die physiologischen Oxydationsvorginge ge- 
rade in den bezeichneten biologischen Perioden, zumal zur Zeit 
der Geschlechtsreife, abnorme Werte erlangen, ist bekannt. 
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§ 41. Weiterhin hat sich bei den Versuchen mit Porthesia- 
raupchen sowie nach Experimenten mit Mehlwiirmern, welche 
hier nicht mitgeteilt wurden, ergeben, dai die positiv photo- 
tropische Reaktion der Porthesiaréupchen sowie die negativ 
phototropische Reaktion der Mehlwiirmer ein lebenserhal- 
tender Akt ist insofern, als die positiv phototropischen 
thungernden Raupchen linger im Hellen als im Dunkeln, die 
hungernden Mehlwiirmer linger im Dunkeln als im Hellen bei 
sonst vollkommen gleichen Versuchsbedingungen am _ Leben 
bleiben. Ich glaube, da diese finale Seite der phototropi- 
schen Vorgiinge noch keineswegs die Beachtung gefunden hat, 
welche sie verdient, und ich selbst wurde erst im Verlauf der 
Versuche auf ihre Wichtigkeit aufmerksam. Diese Frage ist 
darum fiir eine photochemische Theorie des Phototropismus so 
wichtig, weil die Tatsache der gréBeren Sterblichkeit unter den 
dem Sinn des vorhandenen Phototropismus entgegengesetzten 
Pelichtungsbedingungen mit aller Deutlichkeit auf die Zwangs- 
liufigkeit der phototropischen Reaktionen hinweist. Die 
anthropomorphen Vorstellungen iiber die freie ,,modifiability of 
behaviour“ usw. derartiger Organismen, wie sie z. B. neuer- 
dings von einigen amerikanischen Biologen wieder aufgebracht 
worden sind, beriicksichtigen alle nicht diesen Umstand, daB 
ein Tier darum positiv phototropisch ist, weil es unter sonst 
gleichen Versuchsbedingungen im Hellen langer am Leben bleibt. 
Natiirlich gilt diese ErhaltungsmaBigkeit der phototropischen 
Reaktionen nur so lange, solange sekundire Einfliisse die vom 
Licht abhingigen Vorginge im Tierkérper nicht iiberdecken. 
Es ist aber méglich, diese sekundiren Einfliisse durch ent- 
sprechende Versuchsbedingungen weit herabzudriicken oder kon- 
stant zu halten, so da die Wirkungen des Lichtes die Haupt- 
rolle spielen. Dies geht z. B. aus den Versuchen mit hungern- 
den Tieren deutlich hervor. (Vergleiche iibrigens hierzu die 
schénen Ausfiihrungen von J. Loeb, Journ. of exper. Biology, 
4, 1907: ,,Concerning the Theory of Tropisms‘). 

Auch insofern kann fiir den Begriff der ,,modifiability of 
behaviour“ ein besserer, weil experimentell greifbarer Begriff ge- 
setzt werden, als man auf Grund obiger Versuche fiir die Tat- 
sache, daf manche Tiere positiv, manche negativ, manche 
wiederum periodisch phototropisch sind, das in ganz bestimm- 
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tem Sinne variierende Verbreitungsverhaltnis der hier unter- 
suchten Oxydasen setzen kann. Ich hiite mich, zu behaurten, 
daB mit dem geschilderten Verhalten dieser beiden Fermente 
die genannten Formen phototropischer Tiere erschépfend cha- 
rakterisiert sind. Im Gegenteil habe ich eine Anzahl hier nicht 
geschilderter Versuche angestellt, welche z. B. auch fiir die 
Tyrosinase der Insekten eine wechselnde Verbreitung, die, 
beilaiufig gesagt, im groBen und ganzen parallel mit der Ver- 
breitung der Peroxydase geht, ergaben. Selbstverstandlich 
werden sich bei weiterem Studium noch mehr lichtempfindliche 
Stoffe, Prozesse und Verhaltnisse ergeben. welche ebenfalls fiir 
positive und negative phototropische Tiere charakteristisch sind. 

§ 42. Versucht man nun naher zu analysieren, worin die 
lebenserhaltende Wirkung der Belichtung bei einem positiv 
phototropischen Tiere besteht, so geben die oben beschriebenen 
Versuche hierauf die folgende Antwort. Durch intensivere Be- 
lichtung der Extrakte, insbesondere aber auch der lebenden 
Tiere, findet durchweg, soweit die obigen Untersuchungen sich 
erstrecken, gleichzeitig eine Verminderung des Kata- 
lasengehalts und eine Vermehrung des Peroxydasen- 
gehalts statt. Es ist charakteristisch, dali diese entgegen- 
gesetzte Wirkung deutlicher bei Belichtung lebender Tiere als 
bei Belichtung von Extrakten zum Vorschein kommt, wenn 
schon auch bei den letzteren bei gréBeren Lichtintensitaten 
oder bei langerer Belichtungsdauer der bezeichnete Parallelis- 
mus auber Zweifel steht. Es folgt also hieraus, daB in einem 
positiv phototropischen Tiere die genannten zwei Fermente in 
einem physiologischen Ungleichgewicht stehen, wie nament- 
lich daraus hervorgeht, dai} positiv phototropische Tiere (Por- 
thesiariupchen) im Dunkeln eher sterben als im Hellen. Dieses 
Ungleichgewicht wird durch die positiv phototropische Re- 


aktionsfahigkeit im Sinne einer Annaherung an ein physio 


logisches Gleichgewicht dadurch verschoben, daB die im po- 


sitiv phototropischen Tier iiberwiegende Katalase vermindert. 

die kaum oder nur in geringer Menge vorhandene Peroxydase 

durch Belichtung vermehrt wird. Auf der andern Seite wird 

bei einem negativ phototropischen Tier durch die negative Re- 

aktion, d. h. durch Lichtentziehung einer weiteren  photo- 

chemischen Vermehrung der von vornherein in relativ groBer 
Q* 
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Konzentration vorhandenen Peroxydase vorgebeugt sowie 
andererseits die Entwicklung oder zum wenigsten die Erhal- 
tung der Katalase begiinstigt. Wir kénnen also positiv photo- 
tropische Tiere als in einem positiven Ungleichgewicht in be- 
zug auf die Katalase, negativ phototropische Tiere als in einem 
positiven Ungleichgewicht in bezug auf die Peroxydase be- 
zeichnen und die entsprechenden Richtungsbewegungen als Re- 
aktionen auffassen, welche diese zwei extremen Verhaltnisse im 
Sinne einer Annaherung an einen mittleren oder normalen 
Wert verschieben. 

Was nun eine eingehendere Begriindung dieser Anschau- 
ungen resp. eine entsprechende Parallelisierung der Einzelheiten 
anbetrifft, so sei hier in Kiirze nur der folgende Punkt her- 
vorgehoben. Besonders deutlich ist die Parallele zwischen dem 
EinfluB der Wellenlinge des Lichtes einerseits auf den Oxydasen- 
gehalt tierischer Extrakte, andererseits auf die phototropischen 
Erscheinungen. Hier wie dort wirkt violettes Licht wie ge- 
mischtes Licht, gelbes (oder rotes) Licht wie Dunkelheit, und 
zwar ergab sich einwandsfrei bei den Versuchen iiber den 
LichteinfluB auf den Oxydasengehalt lebender Tiere sogar 
mit erstaunlicher Genauigkeit, da8 der Einflu8 der Wellenlange 
auf Peroxydase und Katalase ein entgegengesetzter ist, ein 
Verhalten, welches die oben dargelegten Anschauungen fordern. 
Weitere Parallelen ergeben sich leicht bei einem Vergleich der 
in der folgenden Zusammenfassung zusammengestellten wich- 
tigsten Versuche mit den entsprechenden phototropischen Er- 
scheinungen. Eine ausfiihrlichere Diskussion dieser Einzelheiten 
méchte ich erst dann vornehmen, wenn meine Versuche iiber 
den Einflu8 von H- und OH-Ion, Alkohol usw. beendet und 
publiziert sein werden. 

§ 43. Zu Anfang dieser Arbeit wurde mitgeteilt, daB der 
Gedanke, die phototropen Reaktionen der Tiere kénnten 
Atmungsreaktionen im allgemeinen Sinne des Wortes sein, 
den Anla8 zu den vorliegenden Untersuchungen gab. Von den 
zwei Wegen, welche fiir eine Priifung dieses Gedankens mir 
zunachst in Betracht zu kommen schienen, habe ich aus oben 
naiher angegebenen Griinden die Verinderlichkeit oxydativer 
Fermente unter dem Einflu8 des Lichtes der Untersuchung 
des Wechsels z. B. des respiratorischen Koeffizienten unter 
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wechselnden Belichtungsbedingungen vorgezogen. Da iibrigens 
auch auf diesem Wege positive Resultate fiir eine derartige 
Theorie des tierischen Phototropismus zu erlangen gewesen 
waren, zeigen u. a. die Untersuchungen von Luciani und 
Lo Monaco’), welche fanden, daf die energisch positiv photo- 
tropischen jungen Raupchen des Seidenspinners bei Tage, d. h. 
im Lichte, bedeutend mehr Kohlensaure abschieden als in der 
Nacht (im Dunkeln). Es fragt sich nun, ob und in welcher 
Weise die hier mitgeteilten Oxydasenversuche fiir die Be- 
rechtigung der Annahme sprechen, da8 die lichtempfindlichen 
Prozesse, welche den phototropischen Reaktionen zugrunde 
liegen, die Vorgiinge der allgemeinen Gewebeatmung sind. 
Diese Frage ist eng verkniipft mit dem Problem des 
Mechanismus der physiologischen Verbrennung tiberhaupt. Es 
wurde schon oben des 6fteren Gelegenheit genommen, darauf 
hinzuweisen, daf wir leider iiber diesen Mechanismus noch sehr 
im unklaren sind und da das einzige, was wir nach den neueren 
Forschungen mit betrichtlicher Wahrscheinlichkeit, vielleicht 
mit Sicherheit sagen kénnen, das ist, daBb die physiologische 
Verbrennung nur ein fermentativer oder katalytischer Vor- 
gang sein kann. Auch die vor der Kenntnis des Vorhanden- 
seins und der Rolle oxydativer Fermente vor fast 20 Jahren 


ausgesprochene Ansicht von Pfeffer, daB es zur physiclogischen 
Oxydation vieler Stoffe eines ,,MitreiBens in das Stofiwechsel- 
getriebe’‘ bedarf, ist nur ein anderer Ausdruck fiir diesen auf 
neueren Forschungen beruhenden Schluf, da die Pfeffersche 
Kennzeichnung sich ja gerade auf die Einfiihrung von Reaktionen 
bezieht, deren charakteristische Eigenschaft der Umstand ist, 


daB sie sich unter gewdhnlichen Umstanden nur 4duberst 
langsam vollziehen. 

Wenn es nun auch wegen des Fehlens einer einwandfreien 
und iiberzeugenden fermentativen Theorie der physiologischen 
Verbrennung nicht mdglich ist, die Einzelheiten des Einflusses 
der Belichtung auf denselben mit wiinschenswerter Scharfe 
nachzuweisen, so folgt doch aus der in obigen Versuchen be- 
schriebenen zweifellos starken Lichtempfindlichkeit oxydativer 


1) Luciani und Lo Monaco: Arch. ital. de Biol. 23, 424 bis 
433, 1895; Atti della R. accad. dei Georgofili 18, 1895. 
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Fermente, dai auch die durch diese Fermente veranlaBten oder 
beschleunigten Reaktionen, also die allgemeinen Atmungsvorgange 
selbst, lichtempfindlich sind. Denn obschon die diesbeziiglichen 
Versuche in einer nachsten Abhandlung geschildert werden, 
hat es sich, wie iiberdies zum Teil bekannt, resp. zu erwarten 
war, auch bei den hier untersuchten tierischen Oxydasen ge- 
zeigt, da die Geschwindigkeiten der Reaktionen abhingig 
von den Konzentrationen der Fermente sind. Auf der 
anderen Seite aber kann nicht angenommen werden, daB die 
zwei untersuchten Fermente trotz ihrer, in charakteristischer 
und konstanter Weise variierender Verbreitung tiberhaupt 
keine Rolle bei diesen Prozessen spielen. Denn obschon 
aus dem Vorhandensein derartiger Stoffe nicht ohne weiteres 
die Notwendigkeit ihrer Verwendung im tierischen Stoffwechsel 
folgt, so sind doch mehrere Punkte bereits in der Einleitung 
angefiihrt worden, welche gerade die Mitwirkung dieser zwei 
Fermente wahrscheinlich machen. Wollte man die Mitwirkung 
gerade dieser zwei oxydativen Fermente bestreiten, so wire 
man gendétigt, nach anderen Oxydasen, von welchen bisher 
nichts bekannt ist, zu suchen. Im iibrigen ist ja z. B. die 
Mitwirkung der Katalase bei der Reduktion des Oxyhaimo- 
globins, wie oben erwahnt wurde, sehr wahrscheinlich gemacht 
worden, und, was das Vorkommen von _ Peroxydasen in 
lebenden Organismen anbetrifft, so méchte ich den von mir 
angestellten Versuch, nachdem ein Tropfen Hamolymphe von 
Dytiscus usw. sofort nach der Entleerung aus der Leibeshohle 
(d. h. innerhalb der ersten Minute) mit H,O, und Guajac eine 
Blauung gibt, anfiihren. 

Endlich spricht auch die spezifische Lichtempfindlichkeit 
beider Fermente im Zusammenhang mit den phototropischen 
Erscheinungen lebhaft fiir die Mitwirkung beider Fermente 
sowie fiir eine Reaktions-Kuppelung der durch sie be- 
schleunigten Reaktionen, und gestattet umgekehrt wieder einen 
positiven Schlu8 fiir die Annahme, da® die phototrophischen 
Reaktionen in der Tat Atmungsreaktionen sind. Der hier in 
Frage kommende Punkt ist der bemerkenswerte Umstand, dai 
sowohl die positiven wie die negativen phototropischen Re- 
aktionen zur Annadherung eines Verhiltnisses dieser beiden 
Fermente, welches bei positiven und negativen Tieren gleich 
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extrem, aber von entgegengesetztem Wert ist, an einen 
Mittelwert, d. h. zu einer Ahnlichkeit der durch diese 
Fermente bedingten Reaktionen und Reaktionsfolgen fiihren. 
Es liegt nun sehr nahe, anzunehmen, dai} dieses mittlere 
Konzentrationsverhaltnis, welches von positiv und negativ 
phototropischen Tieren in gleichem Sinne, aber auf entgegen- 
gesetzten Wegen erstrebt wird, dasjenige ist, bei welchem die 
integrierenden Vorginge der Gewebeatmung normal, d. h. 
moglichst erhaltungsgema6 verlaufen. Wie bereits oben erwahnt, 
hat schon Pfeffer die Méglichkeit eines derartigen normalen 
Verhaltnisses zwischen den hier in Betracht kommenden Oxy- 
dations- und Reduktionsvorgangen ins Auge gefaBt. Diese 
Annahme wird nun auf das kraftigste unterstiitzt durch die 
Tatsache, da die phototropischen Reaktionen bei Ausschaltung 
sekundarer Einfliisse wirklich erhaltungsgemaBe sind, wie 
dies oben ausfiihrlich erértert wurde. — Ich glaube, da in 
der Tat von dieser Seite her der Annahme, da phototropische 
Reaktionen Atmungsreaktionen sind, nicht nur keine Schwierig- 
keiten entgegenstehen, sondern nur Unterstiitzungen fiir sie zu 
erwarten sind. 

§ 44. Endlich méchte ich noch kurz auf einen Punkt ein- 
gehen, der anscheinend von besonderer Komplikation, allerdings 
aber auch von besonderem Interesse ist. Dies ist der EinfluB 
des Nervensystems sowie der optischen Sinnesorgane auf die 
phototropischen Reaktionen der Tiere. Bekanntlich ist eine 
phototropische Reaktionsfahigkeit nicht notwendig verkniipft 
mit dem Vorhandensein von Licht perzipierenden Organen.') 
Wohl aber ist es auf der andern Seite unzweifelhaft, da in 
vielen Fallen diese Organe mitwirken, resp. eine Steigerung 
der Lichtempfindlichkeit im Vergleich zu der solcher Tiere, 
denen die Augen entfernt worden sind, veranlassen. Bei Tieren, 
welche, wie z. B. Dytiscus und Hydrophilus, vollkommen von 
einem dicken Chitinpanzer umgeben sind, erscheint eine Be- 
einflussung auf einem andern nicht nervésen Wege und gleich- 
zeitig damit das Zustandekommen einer phototropischen Reaktion 


iiberhaupt nicht gut médglich, Man kann nun fragen, in 


welchem Zusammenhang diese Erscheinungen mit den hier ver- 


1) J. Loeb: Vorles. itiber d. Dynamik d. Lebensersch. 1906, 188 
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tretenen Anschauungen iiber die Rolle photoehemisch beein- 
fluBbarer Oxydationsvorginge bei den Erscheinungen des Photo- 
tropismus stehen. 

Zunachst ist bekannt, da8 nicht nur bei héheren Tieren 
die Atmungsbewegungen von nervésen Zentren abhangig sind, 
sondern es ist z. B. von Vernon’) gezeigt worden, daB auch 
die Gewebeatmung bei Fréschen und Kréten, namentlich in 
ihrer Abhangigkeit von der Temperatur und gemessen durch 
die Kohlensiureabgabe, von nervésen Zentren im Riickenmark 
weitgehend beeinfluBt wird. Sodann méchte ich an die be- 
kannten Pawlowschen Versuche iiber die nervése Beeinflussung 
der Magensaft- ev. auch der Pankreassaft-Sekretion erinnern, 
welche bei aller Kritik in bezug auf den Anteil, welchen die 
nervése Produktion im Vergleich zur chemischen Reizung an 
dem Gesamtergebnis hat, doch unzweifelhaft die Méglichkeit 
einer Steigerung der Sekretion ganz spezifischer Fermente auf 
nervésem Wege erwiesen haben. Ich méchte nun die Ver- 
mutung aussprechen, da8S auch durch die lichtperzipierenden 
Nerven, resp. ihre Sinnesorgane eine Beeinflussung und _ins- 
besondere eine Steigerung in der Bildung von Fermenten 
méglich ist, sowie da8 es am nichstliegendsten erscheint, an- 
zunehmen, daB gerade die lichtempfindlichen Oxydasen durch 
Nerven, welche auf Lichtreize reagieren, vermehrt oder ver- 
mindert werden kénnen, Vielleicht ist es in diesem Zusammen- 
hange zweckdienlich, darauf hinzuweisen, da8 bekanntlich der 
Sehpurpur der héheren Tiere nach Belichtung eine deutlich 
saure Reaktion zeigt, ein Umstand, welcher durchaus auf 
stattgehabte Oxydationsvorgiinge schlieBen laBt. Gut entsprechen 
wiirde der namentlich bei niederen Tieren zu beobachtenden 
relativen Unabhingigkeit der Lichtempfindungen und photo- 
tropischen Reaktionen von bestimmten Nerven oder Nerven- 
endigungen die grofe Verbreitung und im Vergleich zu anderen 
Fermenten relativ geringe Lokalisierung der beideu oxydativen 
Fermente. In der Tat findet die nach den bisherigen Er- 
gebnissen als durchaus allgemein zu bezeichnende Verbreitung 
der genannten zwei Oxydasen eine ausgezeichnete Parallele 
in der gleichfalls iiberall zu beobachtenden Reaktionsfahigkeit 
tierischer Organismen auf Belichtung. 


1) Vernon: Journ. of Physiol. 21, 443—496, 1897. 
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Man konnte eine derartige nervése Beeinflussung des 
Oxydasengehalts lebender Tiere derart nachzuweisen versuchen, 
da8 man z. B. zwei Dytiscus, bei welchen eine ,,dermatoptische* 
Lichtempfindlichkeit ausgeschlossen ist oder vielleicht ausge- 


schlossen werden kénnte, verschiedenen Belichtungsbedingungen 
aussetzt, indem man das eine Exemplar belichtet, das andere 
verdunkelt, oder dem einen Exemplar die Augen exstirpiert 
oder mit Lack bedeckt und beide belichtet. Ich habe derartige 
Versuche begonnen. 


V. Zusammenfassung. 


In folgender Zusammenfassung sollen nur die wichtigsten 
neuen Resultate der vorliegenden Untersuchung in méglichster 
Kiirze wiedergegeben werden. Auf die bei diesen Versuchen 
benutzten Methoden sowie auf alle Einzelheiten muB auf den 
Text verwiesen werden. 

1. Der Zweck der vorliegenden Abhandlung bestand darin, 
nach eventuellen photochemischen Unterlagen fiir die photo- 
tropischen Reaktionen der Tiere zu suchen. Insbesondere 
sollte untersucht werden, ob der auf Grund allgemein biologischer 
Erwagungen sich ergebende Gedanke, dai die phototro- 
pischen Reaktionen der Tiere in engem Zusammen- 
hang mit den Vorgingen der allgemeinen Gewebe- 
atmung stehen, experimentell gestiitzt werden kann. Von 
den verschiedenen Methoden, die in Betracht kamen, wurde 
die Untersuchung der Lichtempfindlichkeit der oxy- 
dativen Fermente, welche bei der Gewebeatmung 
zweifellos eine sehr wichtige, wenn auch noch nicht 
volistandig aufgeklirte Rolle spielen, gewahlt. Diese 
untersuchten 2 Fermente sind die H,O, zersetzende Katalase 
und die Guajac mit und ohne H,O, blauende Peroxydase. 
Alle Einzelheiten der Versuchstechnik usw. siehe den Text. 

2. Katalasenextrakte, sowohl aus frisch mit Chloroform 
getéteten als auch aus getrockneten Tieren hergestellt, werden 
kraftig und schnell durch kiinstliche und natiirliche Belichtung 
zerstért. Desgleichen wird auch die H,O,-Zersetzung selbst 
durch Licht bedeutend verlangsamt. Die zerstérende Wirkung 
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des Lichtes nimmt hierbei zu bei abnehmender H,O,-Konzen- 
tration usw. Was den Einflu8S der Wellenlange des Lichtes 
anbetrifit, so nimmt die zerstérende Wirkung des Lichtes ab 
in der Reihenfolge Hell > Violett > Gelb > Dunkel. — Die 
Versuche wurden angestellt mit Extrakten aus lebenden 
Dytiscus, Hydrophilus, Porthesia-Riupchen und mit Extrakten 
aus getrockneten Porthesia-Raupchen. 

3. Gleich den Fermentlésungen und Reaktionsgemischen 
erleiden auch die lebenden Raupchen von Porthesia chrysorrhoea 
bei Belichtung einen betrachtlichen Verlust an Katalase. 
Dies wurde durch Untersuchung von ,,Normal‘‘-Extrakten von 
Raupchen, die im Dunkeln, und solchen, die im natiirlichen 
Licht gehalten wurden, festgestellt. Dieser Unterschied ist 
auch bei Beriicksichtigung der Temperatur sowie bei Be- 
nutzung des Materials aus einem Neste stets vorhanden. 

4. Im Dunkeln findet sowohl bei einer Temperatur von 
8 bis 10° als auch von 15 bis 19° anfanglich eine Vermehrung 
der Katalase statt, welche aber bei langerer Versuchsdauer 
regelmaBig in eine Abnahme der Katalase iibergeht. Dieser 
An- und Abstieg findet viel schneller bei der genannten héheren 
als bei der tieferen Temperatur statt. Die anfangliche Ver- 
mehrung ist jedenfalls auf eine Steigerung der physiologischen 
Funktionen infolge der im Vergleich zur Uberwinterungs- 
temperatur des Nestes (nicht iiber 6°) in beiden Fillen hoéheren 
Versuchstemperatur zuriickzufiihren. 

5. Der Einflu8 der Wellenliange des Lichtes auf den Katalasen- 
gehalt lebender Raupchen ist ein ziemlich verwickelter. 

6. Wahrend der ersten ca. 3 Versuchstage nimmt der 
Katalasengehalt in folgender Reihenfolge ab: Gelb > Dunkel > 
Violett > Hell. Es zeigt sich insofern ein wichtiger Unter- 
schied im Vergleich zu dem entsprechenden Verhalten von 
Fermentextrakten und Reaktionsgemischen, als im gelben 
Lichte der gréBte Katalasengehalt gefunden wurde. Der 
Grund hierfiir liegt darin, daB zunachst die anfangliche Steigerung 
des Katalasengehaltes, wie sie im Dunkeln bereits festgestellt 
wurde, auch im gelben Lichte, aber hier in einem noch 
gréBeren Umfang stattfindet. Sodann wird auch die Kon- 
servierung der Katalase resp. vielleicht die physiologische, der 
Lichtzerstérung entgegenwirkende Neubildung der Katalase 
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durch die gelben Strahlen begiinstigt. Im Gegensatz hierzu 
laBt sich im violetten Lichte keine anfangliche Vermehrung 
beobachten; der Gehalt nimmt mit der Belichtung stetig ab. 
Es scheint also die physiologische Bildung der Katalase ein 
ProzeB8 zu sein, welcher im Vergleich zur Dunkelreaktion durch 
gelbe Strahlen begiinstigt, durch violette dagegen gehemmt 
wird, in ahnlicher Weise, wie dies von Trautz und Thomas 
fiir gewohnliche chemische Reaktionen gefunden worden ist. 
— Eine voriibergehende Vermehrung der Katalase auch im 
gemischten, aber schwachen diffusen Licht, welche vor- 
aussichtlich auf die Wirkung der im gemischten Licht vor- 
handenen gelben Strahlen zuriickzufiihren ist, wurde einmal 
beobachtet. 

7. Bei langerer Versuchsdauer (iiber 3 Tage) sterben die 
Raupchen bei gleichen Temperatur usw. — Bedingungen in 
folgender Reihenfolge: Gelb, Violett, Dunkel, Hell. Es zeigt 
sich also, daB die normale positiv phototropische Reak- 
tion der Raupchen in der Tat eine lebenserhaltende 
ist, ein Umstand, der fiir die physiologische Theorie des 
Phototropismus von Wichtigkeit ist. Beim Vergleich der 
Sterblichkeit mit dem Katalasengehalt von zwar noch lebenden, 


aber kurz vor dem Absterben befindlichen Raupchen ergiebt 


sich, mit Ausnahme zunachst von ,,Violett‘‘, daB die Riup- 
chen mit dem héchsten Katalasengehalt am ehesten 
sterben. Der Katalasengehalt nimmt in diesen Versuchs- 
stadien ab in der Reihenfolge: Gelb > Dunkel > Hell; die 
gleiche Reihe zeigt die Sterblichkeit. Im violetten Licht 
nimmt der Katalasengehalt wihrend der letzten Lebenszeit 
der Raupchen auBerordentlich stark ab und sinkt unter simt- 
liche anderen Werte. Trotzdem sterben die Raupchen nicht 
am spatesten, sondern nach den im gelben Licht gehaltenen. 
Der Grund hierfiir liegt, wie des niaheren auseinandergesetzt 
wird, mit groBer Wahrscheinlichkeit darin, daB ebenso wie zu 
intensive Beleuchtung eine Umkehrung der positiven phototropen 
Reaktion vieler Tiere in eine negative Reaktion veranlaft, 
auch eine tibermaBige Zerstérung der Katalase schidlich 
wirkt. Diese tibermaBige Zerstérung der Katalase im violetten 
Lichte wird darauf zuriickgefiihrt, daS das violette Licht, wie 
schon aus dem Fehlen der sonst allgemein gefundenen anfang- 
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lichen Steigerung des Katalasengehaltes hervorgeht, jede Neu- 
bildung oder Regeneration der zerstérten Katalase hindert. 

8. Weiterhin wurde eine Variation der Fiairbung der 
Extrakte, die aus unter verschiedenen Belichtungsbedingungen 
gehaltenen Raupchen hergestellt wurden, beobachtet. Die 
Extrakte aus ,,.Dunkel‘‘-Raupen waren weniger gelblich als 
die der ,,Hell‘‘-Raupen gefarbt. Ein Vergleich zwischen dem 
Einflu8 der Wellenlange des Lichtes auf den Katalasengehalt 
und die Firbung der Extrakte ergab, daB die Extrakte 
um so gelblicher sind, je weniger Katalase sie ent- 
halten. 

9. Endlich wurde gefunden, daB die Raupchen im Hellen 
im Vergleich zu den _ ,,Dunkel‘‘-Raupchen regelmaBig an Ge- 
wicht zunehmen. Ein Zusammenhang zwischen dieser Gewichts- 
veranderung und dem Katalasengehalt lieB sich nicht fest- 
stellen; die Gewichte der Raupchen nahmen in einem Versuch 
iiber den Einflu8 farbigen Lichtes ab in der Reihenfolge: Hell 
Dunkel > Gelb > Violett, der Katalasengehalt in der Reihe: 
Dunkel > Hell > Violett > Gelb. 

Die Untersuchungen iiber den EinfluB der Belichtung auf 
den Peroxydasengehalt tierischer Extrakte ergaben _ins- 
besondere die folgenden Resultate. 

10. Bei geringen Belichtungsintensitaéten (schwaches diffuses 
natiirliches Licht und Auerlicht) tibt das Licht Wirkungen 
aus, welche die natiirliche Vermehrung peroxydasehaltiger 
Extrakte in Gegenwart von Sauerstoff hindern. Diese ,,nega- 
tiven‘‘ Lichtwirkungen sind starker bei alten und konzen- 
trierten Extrakten als bei frischen und verdiinnteren, 
resp. dauern linger bei ersteren als bei letzteren. (Bei 
langerer Versuchsdauer findet eine Umkehrung der ,,negativen‘ 
zu ,,positiven’’ Lichtwirkungen statt (siehe den nachsten Ab- 
satz). Frische Extrakte zeigen diese Umkehr nach kiirzerer 
Belichtung als alte). Wie aus speziellen Versuchen hervorgeht, 
handelt es sich bei diesen ,,negativen‘ Lichtwirkungen nicht 
um eine Zerstérung der Peroxydase, sondern um eine Ver- 
langsamung derjenigen Reaktionen, welche bei Gegenwart 
von Sauerstoff zu einer Vermehrung der Peroxydase fiihren 
(Fig. }). 

11. Der ,,negative‘‘ Einflu8 der Wellenlinge des Lichts 
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bei schwachen Intensitaten ist ebenfalls von der Be- 
lichtungsdauer abhangig, indem bei laingerer Belichtung eben- 
falls ,,positive‘’ Lichtwirkungen an Stelle der  ,,negativen’ 
treten. Wahrend der ersten Belichtungsstunden (Auerlicht) 
hinderte gelbes und violettes Licht noch starker als ge- 
mischtes. Hierauf begiinstigt in spateren Stadien gelbes Licht 
starker die Peroxydasenbildung als violettes, ja bei frischen 
Extrakten sogar stirker als Dunkelheit und gemischtes Licht. 
Friher bei frischen als bei alten Extrakten werden sodann 
die Einfliisse farbigen Lichtes einander entgegengesetzt, in- 
sofern als Violett wie gemischtes Licht férdernde ,,positive’ 
Wirkungen, Gelb dagegen wie Dunkelheit hindernde oder 
, negative‘ Wirkungen auf den Peroxydasengehalt der Extrakte 
ausibt. Nahere Einzelheiten dieser ziemlich komplizierten 
Verhiltnisse sind in den beschriebenen Versuchen einzusehen 
(hierzu Fig. 2 und 3). — Es werden einige Einwiinde gegen 
die Eindeutigkeit dieser Resultate, fernerhin einige sehr all- 
gemeine Vermutungen tiber die chemische Natur der negativen 
Lichtwirkungen erortert. 

12. Die wichtigsten Resultate der iiber ,,positive‘s Licht- 
wirkungen angestellten Versuche sind folgende. 

Direktes Sonnenlicht oder intensives diffuses Tageslicht 
beschleunigen sofort die natiirliche Peroxydasenvermehrung 
tierischer Extrakte in Gegenwart von Sauerstoff. Bereits nach 
5 Minuten Sonnenbelichtung lat sich zuweilen bei frischen 
Extrakten (Darminhalt hungernder<Mehlwiirmer, iiberwintern- 
der und hungernder Dytiscus und Hydrophilus, Himolymphe 
der letzten beiden sowie ausgewachsener Cossusraupen, iber- 


winternde Porthesiaraupchen) fein deutlicher Unterschied H > D 


nachweisen. Diese Unterschiede treten schneller und intensiver 
bei frischen als bei alten Extrakten auf. Ferner zeigen ver- 
diinntere Extrakte stirkere ,,positive’‘ Lichtwirkungen als kon- 
zentriertere. Morgenlicht scheint besonders intensive ,,positive* 
Lichtwirkungen hervorzurufen. Ein einziges Mal gelangten bei 
einem frischen Extrakt auch nach sechsstiindiger Belichtung 
mit Auerlicht ,,positive’’ Lichtwirkungen zur Beobachtung. 
13. Was den Einflu8 der Wellenlinge anbetrifft, so ergibt 
sich bei Sonnenlicht oder intensiverem diffussem Licht fiir die 
,positiven’ Lichtwirkungen sofort die Reihenfolge V > H 
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D->G. Meist ist der Unterschied zwischen V und H auf der 
einen Seite, D und G auf der anderen Seite besonders grol, 
eine Gruppierung, welche oben bereits fiir die zerstérenden 
Wirkungen des Lichtes auf die Katalase gefunden wurde. Frische 
Extrakte zeigen intensivere ,,positive’’ Wirkungen als Ailtere; 
desgleichen verdiinntere eine starkere Wirkung als konzentriertere. 
Nahere Einzelheiten sind bei den Versuchen selbst einzusehen. 

14. Es wird auf eine interessante Erscheinung aufmerk- 
sam gemacht, welche an_,,Erholungs‘-Erscheinungen insofern 
erinnert, als ein durch starke Belichtung in seiner Peroxydasen- 
vermehrung beschleunigter Extrakt diese sistiert oder doch 
sehr verlangsamt, falls die Belichtung plétzlich wieder ab- 
geschwacht wird, verglichen mit einem, unter gleichen Be- 
dingungen gehaltenen verdunkelten Extrakt. Der ,,positive‘ 
Unterschied H <_D verwandelt sich m. a. W. bald nach Ver- 
ringerung oder Entziehung der Belichtung in H~D oder 
D >H. 

15. Bei sehr langer Belichtung (iiber 6—8 Tage) nimmt 
der Peroxydasengehalt des belichteten Extrakts wieder ab, und 
zwar schneller als der eines unter gleichen Bedingungen ge- 
haltenen verdunkelten Extrakts. Allgemein ist zu beobachten, 
da tierische peroxydasehaltige Extrakte unter Chloroformzusatz 
und bei beliebigen Belichtungsbedingungen mit der Zeit ihren 
Peroxydasengehalt verlieren. 

Auch iiber den Einflu8 der Belichtung auf den Peroxydasen- 
gehalt lebender Porthesiaraupchen wurden Versuche angestellt. 

16. In derselben regelmaBigen Weise, in welcher bei Be- 
lichtung (helles diffuses Tageslicht oder direktes Sonnenlicht) 
der Katalasengehalt lebender Porthesiaraupchen zerstért wird, 
vermehrt sich der Peroxydasengehalt derselben. 

17. Was den EinfluB der Wellenlainge des Lichtes an- 
betrifft, so begiinstigt bei nicht zu langer Exposition violettes 
Licht in ahnlicher, aber stets etwas schwicherer Weise wie 
gemischtes Licht die Vermehrung der Peroxydase. Im Gegen- 
satz hierzu wirkt gelbes Licht ahnlich wie Lichtentziehung 
(Dunkelheit), hindert sogar die Peroxydasenentwicklung im 
lebenden Tierkérper in etwas mehr als der Hialfte der unter- 
suchten Falle noch starker als Lichtentziehung. 


18. Es stellt sich ferner eine fast vollkommen genaue 
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Parallele zwischen dem zerstérenden EinfluB der Spektralbezirke 
auf die Katalase und dem entwickelnden oder vermehrenden 
kinfiuB derselben auf die Peroxydase heraus. Diese Parallele 
ist auch unter verschiedenartigen Belichtungsbedingungen und 


insbesondere auch bei variierender Belichtungsdauer immer vor- 
handen. In einigen Fallen ist die Ubereinstimmung absolut, 


in anderen Fillen variiert nur die Stellung der Belichtungs- 
bedingungen innerhalb der zugeordneten Paare H, V und D, G. 
Nie findet ein Springen aus einem Paare in das andere statt 

19. Was die Beziehungen zwischen der Sterblichkeit der 
hungernden belichteten Raupchen"und dem Einflu8 des Lichtes 
auf den Peroxydasengehalt anbetrifft, so ergaben simtliche 
Versuche, daB im gemischten Licht, in welchem die Riupchen 
am lingsten leben, stets der héchste Peroxydasengehalt fest- 
gestellt werden konnte. Auf der anderen Seite entsprach der 
im Gelb beobachteten gréBten Sterblichkeit in der Mehrzahl 
der Fille auch der kleinste Peroxydasengehalt. Eine Parallele 
zwischen der Wirkung des violetten Lichtes und der Licht- 
entziehung auf den Peroxydasengehalt und die Sterblichkeit 
laSt sich auf Grund der bisherigen Versuche mit Deutlichkeit 
nicht erkennen. 

20. Im IV. Teile der Abhandlung wird die Rolle dieser 
oxydativen Fermente, sowie ihrer Eigenschaften, soweit sie bis 
jetzt geschildert wurden, bei den phototropischen Reaktionen 
der Tiere diskutiert. Die Einzelheiten dieser Diskussion lassen 
sich in extenso nicht wiedergeben und miissen im Text ein- 
gesehen werden. Das allgemeine Resultat dieser Dis- 
kussion besteht indessen darin, daB die gefundenen 
Tatsachen durchaus die Annahme unterstiitzen, dab 
die phototropischen Reaktionen der Tiere im engsten 
Zusammenhang mit den Vorgingen der allgemeinen 
Gewebeatmung stehen. Weiterhin ergibt sich, dab positiv 
und negativ phototropische Tiere sehr scharf in bezug auf das 
Konzentrationsverhialtnis der in ihnen enthaltenen Katalase und 
Peroxydase charakterisiert werden kénnen, insofern als positiv 
phototropische Tiere auBerordentlich katalasereich, aber sehr 
peroxydasearm, negativ phototropische Tiere dagegen sehr per- 
oxydasereich und relativ katalasearm sind. Die entsprechenden 


positiv und negativ phototropischen Pewegungen fiihren zu 
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einer Annaherung dieser beiden Ungleichgewichte aneinander 
sowie zur Herstellung eines physiologischen Gleichgewichtes 
oder mittleren Wertes des Konzentrationsverhaltnisses der zwei 
Oxydasen. Dal tatsiichlich auf diesen zwei entgegengesetzten 
Wegen eine Anniherung an ein physiologisches Gleichgewicht 
stattfindet, geht daraus hervor, daf bei Ausschaltung sekun- 
darer Beeinflussungen die phototropischen Reaktionen in der 
Tat lebenserhaltende Vorgange sind: Hungernde Porthesia- 
rdupchen (intensiv positiv phototropisch) leben langer im ge- 
mischten Licht als unter allen anderen Belichtungsbedingungen ; 
hungernde Mehlwiirmer (intensiv negativ phototropisch) sterben 
schneller bei Belichtung als im Dunkeln. 

21. Es wird auf den EinfluB des Nervensystems bei den 
phototropischen Reaktionen hingewiesen und die Méglichkeit 
erwogen, daB in ahnlicher Weise wie, z. B. die Magensaftsekretion 
nervés beeinfluBbar ist, auch die Produktion von oxydativen 
Fermenten abhingig von der Mitwirkung des Nervensystems 
resp. der lichtempfindlichen Organe ist. Neben anderen im 
Text einzusehenden Griinden spricht fiir diese Méglichkeit die 
parallele weite Verbreitung einerseits der untersuchten zwei 
oxydativen Fermente, andererseits der phototropischen Reaktions- 
fahigkeit usw. 

Es wird eine weitere Abhandlung, deren experimentelle 
Grundlagen zum gréGeren Teile fertig sind, in Aussicht gestellt. 
Eine ausfiihrliche Parallelisierung der phototropischen Erschei- 
nungen mit den Eigenschaften und der Verbreitung der tierischen 
Oxydasen soll nach Erscheinen jener zweiten Abhandlung vor- 
genommen werden. 


Die in vorliegender Arbeit beschriebenen Versuche wurden 
zum Teil im Laboratorium des Zoologischen Institus der Uni- 
versitat Leipzig, zum Teil im Privatlaboratorium meines Vaters 


Wilhelm Ostwald angestellt. Es ist mir ein Vergniigen, 
dem Direktor des Zoologischen Instituts Herrn Geheimrat 
C. Chun fiir die mir zur Verfiigung gestellten Hilfsmittel des 
Instituts herzlich zu danken. 
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Nachtrag. 

Die Verdéffentlichung der vorliegenden Arbeit ist infolge des Um- 
standes, daB sie die Habilitationsschrift des Verfassers bildet, mehrfach 
verzégert worden. Die in dieser Arbeit geschilderten Versuche waren 
zum gréBten Tcile bereits im Sommer 1907 beendet worden. In den 
letzten Monaten sind nun einige Arbeiten erschienen, welche z. T. ahn- 
liche Probleme behandeln, und welche daher kurz hier erwahnt werden 
sollen. 

Von Zeller undJodlbauer sowie von Jamada und Jodlbauer 
erschienen vor kurzem in dieser Zeitschrift (8, 61—83, 84—97) zwei 
Mitteilungen, in welchen die Wirkung des Lichtes auf Katalase und 
Peroxydase sowie der EinfluB sensibilisierender Stoffe bei der Licht- 
wirkung untersucht wurden. Hier ist von besonderem Interesse einer- 
seits, daB die Katalase (Haimase) in ahnlicher Weise wie in meinen 
Versuchen stets durch Licht (Sonnenlicht, Quecksilberlicht) zerstért 
wurde, sowie andrerseits, daB die von diesen Autoren gewihlte Peroxy- 
dase aus der Meerrettichwurzel sowohl durch Sonnenlicht als auch durch 
Quecksilberlicht vernichtet wurde. Weiterhin ist auch ein kurzes Referat 
iiber die Lichtwirkung auf Katalasen und Peroxydasen des Blutes von 
G. Lockemann (nach einem Vortrag) erschienen (Miinch. med. 
Wochenschr. 1907, 2162), in welchem iiber Untersuchungen berichtet 
wird, die im Gegensatz zu den Versuchen vonJamada undJodlbauer 
sowie in Ubereinstimmung mit meinen Befunden iiber ,,positive Licht- 
wirkungen** auf tierische Peroxydasen eine Verstarkung der Peroxy- 
dasenreaktion durch vorherige Belichtung ergaben. Niahere Angaben 
iiber die Intensitét der benutzten Lichtquelle fehlen  einstweilen. 
Interessant ist aber weiterhin, daB Lockemann fiir den EinfluB des 
NaCl auf Katalase- und Peroxydasereaktion genau ein reziprokes Ver- 
halten fand. 

Jamada und Jodlbauer sind der Ansicht, daB die Ursache der 
Verschiedenheit der Resultate in bezug auf die Wirkung des Lichts auf 
peroxydasehaltige Extrakte in der Gegenwart eines Peroxydasenzymogens 
in den Extrakten zu suchen ist, welch letzteres ev. durch Belichtung 
aktiviert wird. In der Tat scheint auch mir, wie aus den obigen Unter- 
suchungen an mehreren Stellen hervorgeht, diese Annahme ziemlich ge- 
rechtfertigt. Indessen glaube ich, daB noch ein anderer Umstand, 
welcher von den genannten Autoren ebenfalls gestreift wird, an der 
Verstarkung der Peroxydasenreaktion durch Belichtung beteiligt ist, 
nimlich die gleichzeitige Zerstérung der Katalase durch das Licht. 
Wie schon oben erwahnt, ist von W. Ewald gezeigt worden, daB die 
Reduktion des Oxyhimoglobins abhingig von der gleichzeitig vor- 
handenen Katalase ist, und in neuester Zeit sind diese Versuche von 
Herlitzka!) modifiziert, wiederholt und bestatigt worden. Es besteht 


1) Herlitzka, Atti R. Acc. dei Lincei Roma (5) 16, II, 478 ff. 
Mir steht nur das Referat in Chem, Centralb]. 1908, 1, 142 zur Ver- 
fiigung. 
Biochemische Zeitschrift Band X. 9 
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nach diesen Versuchen (ich selbst habe unterdessen ahnliche Erfahrungen 
machen kénnen) zweifellos ein Antagonismus zwischen den Wirkungen 
der Katalase und Peroxydase, zum wenigsten im Reagensglas. Auch 
der reziproke EinfluB von NaCl usw. auf beide Fermente (nach Locke- 
mann) sowie z. B. der bei den ,,positiven‘s Lichtwirkungen in den 
obigen Untersuchungen zutage getretene Antagonismus in der Wirkung 
der Wellenlinge des Lichts usw. muB8 in diesem Sinne herangezogen 
werden. Ich glaube jetzt schon sagen zu kénnen, daB auch der EinfluB 
verschiedenartiger Gifte auf beiderlei Fermente ebenfalls in vielen Be- 
ziehungen ein reziproker ist. 
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Uber die Einwirkung von Sauren auf Chlorophylle. 


Von 
Lad. Hildt, L. Marchlewski und J. Robel. 
(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau.) 


(Eingegangen am 1. April 1908.) 


Historisches. 


Meine fiir den 8. Band des Handbuches der organischen 
Chemie von Roscoe-Schorlemmer-Briihl') verfaBte Mono- 
graphie iiber Chlorophyll habe ich mit einem ,,Uberblick’ ab- 
geschlossen, aus welchem ich folgende Siatze zitieren méchte: 

»Chlorophyll wurde frei von irgendwelchen gefarbten 
Beimengungen dargestellt; es ist unbekannt, inwieweit das er- 
haltene Produkt durch farblose Beimengungen verunreinigt ist. 
Die Frage, ob Chlorophyll zu den Lezithinen zu zahlen ist 
oder nicht, ist noch als offen zu bezeichnen um so mehr, als 
auch die bis jetzt benutzte Methode der Reindarstellung des 
Phylloxanthins (welches sich angeblich wie ein Lezithin verhalt*) 
keine Garantie der Abwesenheit von beigemischten farblosen 
Lezithinen gewahrt. 

Unter dem Einflu8 von Sauren wird das Chlorophyllmolekiil 
so weit verindert, da8 ein Alkalizusatz Chlorophyll nicht mehr 
regenerieren kann. Als erstes Siaureeinwirkungsprodukt ist 
Phylloxanthin zu betrachten, als nachstes Phyllocyanin. Letzteres 

1) Verlag von Vieweg u. Sohn, Braunschweig 1901. 

2) Bode, Bot. Centralbl. 20, 227. 


oF 
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entsteht aus dem ersteren, es bleibt aber noch zu_ erklaren, 
warum die Umwandlung des Chlorophylls in Phyllocyanin iiber 
Phylloxanthin, wie es scheint, weit leichter stattfindet als die 
Bildung des Phyllocyanins aus dem Phylloxanthin. Beim Lésen 
des Phyllocyanins in Alkalicn oder beim Erhitzen desselben 
mit Sauren entsteht Phyllotaonin. Dieser SchluB stiitzt sich 
vorderhand hauptsachlich auf spektroskopische Beobachtungen 
und ist durch eingehende Studien zu erhirten. 

Siedende Alkalien zersetzen Chlorophyll — Alkachloro- 
phyll liefernd, welches bei der Siurewirkung nicht Phylloxanthin 
oder Phyllocyanin, sondern Phyllotaonin resp. seine sog. Ather 
liefert. Alkachlorophyll steht in keiner einfachen Beziehung 
zum Phyllocyanin, letzteres la8t sich nicht in das erstere durch 
Alkalizusatz oder ersteres in letzteres durch Siurezusatz iiber- 
fiihren. Bariumhydrat, zu Chlorophyll zugesetzt, verursacht 
eine Veranderung des Chlorophylls. Die Beziehung des ent- 
stehenden Kérpers zum Alkachlorophyll ist noch unklar. 

Ob die sog. Ather des Phyllotaonins wirklich diese Be- 
zeichnung beanspruchen kénnen, ist héchst wahrscheinlich, aber 
noch nicht genau genug bewiesen. Die Hauptstiitze dieser 
Annahme ist die, daB das Athylphyllotaonin, welches seiner 
Bildung nach diesen Namen mit vollem Recht beanspruchen 
kann, ein ganz analoges spektroskopisches Verhalten aufweist. 

Phyllocyanin, bei nicht zu hohen Temperaturen mit 
Alkalien erhitzt, liefert Phyllorubin, bei hohen Phylloporphyrin, 
welches auch direkt aus Phyllocyanin bei héheren Tempera- 
turen entsteht. Phylloporphyrin und Hiaimatoporphyrin sind 
chemisch nahe verwandte Kérper. Es wird angenommen, da 
die beschriebenen Koérper simtlich Derivate einer und derselben 
Substanz sind. Streng genommen wird diese Annahme erst 
dann berechtigt sein, wenn das rein isolierte Chlorophyll die- 
selben Produkte liefern wird, wie die Chlorophyllextrakte. 
Endlich wurde erwiesen, da8 Chlorophyliderivate bei der trok- 
kenen Destillation bei Anwesenheit von Zinkstaub Pyrrol bzw. 


seine Homologe liefert.*‘ 

Seit jener Zeit konnte ich mich selbst, infolge des zeit- 
weisen Cberganges in die Technik und spater durch amtliche 
Beschaftigungen verhindert, mit dem fascinierenden Problem der 
Chemie des Chlorophylls nur sporadisch beschaftigen. Es gelang 





Studien in der Chlorophyligruppe. 133 


aber doch in einigen weiteren Punkten Klarheit zu schaffen, 
und zwar vor allem durch die Untersuchungen von Nencki 
iiber den Blutfarbstoff, an dessen Chemie durch die bewiesene 
nahe Verwandtschaft des Phylloporphyrins und Hamatoporphyrins 
die Chemie des Chlorophylls sich anlehnte. Zuniachst gelang 
es nachzuweisen,') daB das Hamopyrrol, wie zu erwarten war, 
nicht nur aus Blutfarbstoffderivaten, sondern auch aus Chloro- 
phyliderivaten, speziell aus dem Phyllocyanin gewonnen werden 
kann. Die Identifizierung beider Produkte geschah zwar da- 
mals vielleicht nicht mit geniigender Genauigkeit; sie stiitzte 
sich auf die Zusammensetzung des Doppelsalzes des Hamo- 
pyrrols mit Quecksilberchlorid, einer Verbindung, die ohne be- 
sondere Reinigungen zur Analyse gelangen muBte, aber die 
sonstigen Eigenschaften beider Produkte sind in allen Stiicken 
identisch, so dais an die Identitaét beider auf Grund der da- 
mals beschriebenen Versuche nicht zu zweifeln war. Ich be- 
miihte mich jedoch weitere, prazisere Reaktionen zur Identi- 
fizierung zu finden, welche gleichzeitig den Zweck hatten, die 
Pyrrolnatur des Hamopyrrols auBer Zweifel zu lassen, zumal 
von anderer Seite*) die Méglichkeit, daB dieser Kérper Hexa- 
hydroisoindol wire, diskutiert wurde. Ich konnte mit meinen 
Mitarbeitern*) nachweisen, das Haimopyrrol leicht mit Diazonium- 
salzen reagiert, ein Umstand, welcher mit der Hexahydroisoindol- 
konzeption nicht gut zu vereinbaren war, hingegen von der 
Pyrrolhypothese direkt gefordert wurde. Seit jener Zeit hat 
K iister*) seine Annahme fallen lassen und die Pyrrolkonzeption 
seinerseits unterstiitzt, nachdem es ihm gelang, durch An- 
wendung der Oxydation, welche ihm im Gebiet der Hamin- 
forschung so schéne Resultate gegeben hat, nachzuweisen, dai 
Hamopyrrol in Methylithyl-Maleinséureanhydrid iiberfiihrt wer- 
den kann, sich also ebenso verhalt wie andere Pyrrolhomologe 
nach friiheren Versuchen von Plancher®). Danach wire 


1) Nencki und Marchlewski, Bull. de lacad. des Sciences de 
Cracovie 1901. 

2) Kiister, Zeitschr. f. angew. Chem. 19, Heft 6. 

3) Marchlewski mit Goldman, Hetper, Retinger, Mos- 
towski, Buraczewski, Bull de l'acad. des Sciences de Cracovie 1905, 
279; 1906, 13. Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 182; 51, 464, 1907. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2017, 1907. 

5) Atti R. Accad. dei Lincei Roma [5], 13, I, 489. 
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Hamopyrrol als £, 6-Methyl-Athyl-Pyrrol anzusprechen, wahrend 
die Analysen des obenerwaihnten Azofarbstoffes viel besser 
auf Methyl-Propyl-Pyrrol passen. Die Eigenschaften des 
Chlorohydrates des Hiamopyrrol-Disazo-Dibenzols sind sehr 
charakteristisch und es konnte auch zur Identifizierung des aus 
Phyllocyanin erhaltenen Produktes dienen. Die einschlagigen 
Versuche, die leider noch nicht abgeschlossen werden konnten, 
zeigen in der Tat, daB auch das Chlorophyllpyrrol mit Diazo- 
niumsalzen reagiert und ein ganz analoges, héchstwahrschein- 
lich identisches Produkt, wie das Hamopyrrol liefer t. 

Eine weitere Phase in der Chlorophyllforschung wurde 
durch eine Entdeckung auf dem Gebiete der Blutfarbstoff- 
forschung, nimlich die des Mesoporphyrins durch Nencki und 
Zaleski‘) veranlaBt, wahrend welcher nachgewiesen werden 
konnte*), da8 speziell auf Grund des Verhaltens dem Brom 
gegeniiber, Phylloporphyrin dem Mesoporphyrin noch niaher 
steht als dem Hamatoporphyrin, und durch die Tatsache, daB 
Phylloporphyrin bei der Oxydation Hamatinsaure liefert*). 

Die Entdeckung des Phylloerythrins*) und der Beweis,°) 
daB dieser prachtig krystallisierende Korper identisch mit dem 
Cholehimatin von Mac-Munn bzw. dem Bilipurpurin*) von 
Lébisch ist, bildete einen kleinen Beitrag zur Aufklarung der 
Umwandlung des Chlorophylls im tierischen Organismus. 

Besonders hervorheben méchte ich einen weiteren Beweis’) 
der nahen Verwandtschaft des Hamatoporphyrins und Phyllo- 
porphyrins, welcher durch die Tatsache geliefert wird, daB 
Phylloporphyrin unter bestimmten Bedingungen in ein eisen- 
haltiges Derivat umgewandelt werden kann, welches sich 
spektroskopisch genau wie das Teichmannsche Hamin verhalt. 

Die obige Skizze gibt eine annaihernde Zusammenstellung 
derjenigen Arbeiten iiber Chlorophyll, welche ich selbst bis 
zum Jahre 1906 ausfiihren konnte.*) Durch die Ubernahme des 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1901, 997. 

2) Marchlewski, Bull. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1902, 223. 
3) Marchlewski, Bull. de I’Acad. des Sciences de Cracovie 1902, 1. 
4) Marchlewski, Bull. del’ Acad. des Sciences de Cracovie 1903, 636. 
5) Marchlewski, Bull. del’ Acad. des Sciences de Cracovie 1904, 276. 
6) Marchlewski, Bull. del’ Acad. des Sciences de Cracovie 1904, 505. 
7) Marchlewski, Diese Zeitschr. 3, 320, 1% 7 

8) Vergl. auch noch diese Zeitschr. 3, 302, foe. 
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Lehrstuhls fiir mediz. Chemie an der hiesigen Universitat ist 
die Méglichkeit, dem Problem mehr Zeit zu schenken, etwas 
gestiegen, aber erst dank dem Senat der Universitat und der 
Akad. der Wissenschaften in Krakau konnten Apparate und 
Mittel beschaffen werden, welche es gestatteten, wenigstens in 
bescheidenem Umfange die friiher beriihrten aber nicht er- 
ledigten Probleme von neuvem in Angriff zu nehmen. 

Ehe ich zur Besprechung meiner letzten Resultate iiber- 
gehe, sei mir gestattet auf eine Reihe von bedeutenden Arbeiten 
iiber Chlorophyll hinzuweisen, welche wir Willstatter’) ver- 
danken. 

Dieselben bilden zum Teil eine Bestaitigung des Haupt- 
resultates Schuncks, und Schuncks und meiner Bemiihungen 
um die Sache, naimlich der chemischen Verwandtschaft des Blut- 
und Blattfarbstoffes, sowie auch des Beweises der grundverschie- 
denen Umanderungen, welche Chlorophyll unter dem Einflu8 von 
Sauren und Alkalien erleidet. Die Ansichten beziiglich dieses 
letzteren Punktes waren sehr verschieden, und ich erspare mir 
hier ausfiihrlich auf die vielen harten Kampfe hinzuweisen, die 
ausgefochten werden mu8ten, um die Sache zu _ erledigen.’) 
Die leichte Zersetzlichkeit des Chlorophylls zwang uns immer 
frisches Material in Arbeit zu nehmen, da nur in dieser Weise 
den Argumenten unserer Gegner entgegengetreten werden konnte, 
daB8 die von uns erhaltenen Resultate nicht vergleichbar seien. 
Wie sehr die erhaltenen Resultate von der Behandlungsart des 


Ausgangsmaterials abhangig sind, zeigen iibrigens auch Will- 
statters Angaben sehr deutlich. Wahrend die von ihm und seinen 
Mitarbeitern aus rohen, durch Pflanzensauren bereits veranderten 
Pflanzenextrakten erhaltenen Phytochlorine im Maximum zirka 
9°/, Stickstoff enthalten, gab ihnen das sog. Phaophytin, 
welches durch Oxalsdiurezusatz zu méglichst wenig veranderten 


Chlorophyllextrakten erhalten war, unter analogen Bedingungen 
ein Phytochlorin von derselben Basizitit, welches nahezu 


1) Liebigs Annalen 350, 1, 48; 354, 205; 358, 205, 267. 

2) Marchlewski, Untersuchungen iiber Chlorophyll und seine Deri- 
vate, Bot. Centralbl. 20, 221, 1899. — Zur Chemie des Chlorophylls, Journ. 
f. prakt. Chem. 60 (2), 91, 1899. — Fortschritte und Riickschritte auf dem 
Gebiete der Chlorophyllforschung, Chem.-Zeitg. 28. No. 67, 1899. — SchluB- 
bemerkungen zu den Arbeiten von Bode und Kohl iiber Chlorophyll. 
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11°/, Stickstoff enthielt, und inwieweit die spektroskopischen 
Verhaltnisse dieser Substanzen differieren, ist vorlaufig noch un- 
bekannt. Zu Anfang der Bearbeitung der Chlorophyllchemie 
war es also jedenfalls notwendig, mit méglichst wenig ver- 
anderten Chlorophylllésungen zu arbeiten, die durch Anwendung 
entsprechender siurefreier Pflanzen hergestellt waren. Im 
Gegensatz zu dem Siureeinwirkungsprodukt des Chlorophylls gibt 
das Alkachlorophyll nach Willstatter nicht Phytochlorine, 
sondern Phytorhodine, wodurch er die groBe Differenz in dem 
Verhalten des Chlorophylls und des Alkachlorophylls von neuem 
beweist. Die hierbei erzielten Phytorhodine unterscheiden sich 
sehr auffallend von dem Phyllotaonin, welches bei niedriger 
Temperatur aus Alkachlorophyll gewonnen wird und welches 
sich, wie ich mit Kozniewski’) gezeigt habe, auBerst leicht in 
eine andere, optisch scharf sich unterscheidende Abart, das 
sog. Allophyllotaonin, umwandelt.*) 

Das Alkachlorophyll hat Willstatter weiterhin der Ein- 
wirkung von Alkalien bei hohen Temperaturen unterworfen und 
dabei eine Substanz erhalten, die er Alloporphyrin nennt. Die- 
selbe Reaktion wurde bereits von Tschirch®*) studiert, und 
dieser Forscher hat den entstehenden roten Kérper Phyllo- 
purpurinséure genannt. Nach der Entdeckung des Phyllopor- 
phyrins habe ich nach Tschirch diese Reaktion wiederholt,‘) 
wobei es mir allerdings nur darauf ankam, zu untersuchen, ob 
hier tatsichlich ein K6érper entsteht, welcher, wie Tschirch 
behauptete, dem Chlorophyll viel niher steht als Phyllopor- 
phyrin, weil es noch ein Band im roten Teil des Spektrums 
besitzen sollte. Meine Untersuchung fiihrte mich zu dem 
SchluB, daB in dieser Beziehung Tschirch irrte, daB hier viel- 
mehr ein Kérper entsteht, welcher nach entsprechender Reinigung 
ein Spektrum zeigte, welches ich fiir identisch mit dem des 
Phylloporphyrins hielt. Willstatter isolierte die Phyllopur- 
purinsiure in gréBerer Menge und konnte nachweisen, daB, ob- 


1) Journ. f. prakt. Chem. 61 (2), 47, 1900. 

*) Neuerdings haben Kodniewski und Marchlewski gezeigt, dab 
Allophyllotaonin sehr leicht in Phytorhodine iibergefiihrt werden kann. 
Bull. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1908, Heft 4. 

3) Untersuchungen iiber das Chlorophyll, Berlin 1884. 

*) Zeitschr. f. prakt. Chem. 1896, 422. 
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wohl die optischen Eigenschaften derselben denen des Phyllo- 
porphyrins analog sind, das sonstige Verhalten jedoch entschieden 
gegen die Idenditét beider Substanzen sprach. Willstatter 
gibt also zu den vielen bereits bekannten, von mir und Schunck 
und mir selbst gelieferten Beweisen der chemischen Verwandschaft 
des Chlorophylls und Blutfarbstoffs noch einen weiteren, naim- 
lich, daB Phyllopurpurinsiure isomer mit Mesoporphyrin ist. 
Als die grundsatzlich neue Entdeckung Willstatters auf 
dem Gebiet der Chlorophyllforschung muB der Beweis angesehen 
werden, nach welchem Chlorophyll magnesiumhaltig ist. Auch 
friiher wurde allerdings vermutet, da Magnesium stets im Blatt- 
griin vorhanden ist, einen strikten Beweis gab es jedoch nicht. 
Willstatter kniipfte an diese Entdeckung eine geistreiche 
Hypothese iiber die Rolle des Magnesiums in der Pflanze und 
meint, die Kohlenséureaufnahme in der Pflanze ist wahrscheinlich 
ein ProzeB wie die Grignardschen Synthesen. Dadurch wird 
wieder die chemische Rolle der Chlorophylle im Assimilations- 
prozeB diskutabel, was unstreitig von wissenschaftlichem Werte 
ist. Hingegen vermag ich das abfiallige Urteil Willstaitters 
an Nenckis Hypothese beziiglich der groBen biologischen Be- 
deutung der Entdeckung der Stammverwandtschaft des Chloro- 
phylls und Blutfarbstoffs nicht teilen. Seit jener Hypothese 
hat sich in der Chlorophyllchemie nichts grundsatzlich ge- 
iindert,’) und da8 die Pflanze vorwiegend synthetisierend wirkt 
und der Tierorganismus vorwiegend analysierend, ist ja langst 
bekannt. Tatsache ist, daf die Werkzeuge des grofBartigsten 
Synthetikers und nicht minder machtigen Analytikers chemisch 
analog gebaut sind, und wir bewundern das Anpassungsver- 
mégen der Natur, durch welches grundverschiedene Vorgange 
mittels analoger Grundsubstanzen ausgelést werden kénnen. Die 
Existenz des synthetisierenden Farbstoffs in der Periode der 
Alleinherrschaft der Pflanzenwelt enthielt bereits die Méglichkeit 
der Entstehung des analysierenden Komplementfarbstoffes. 


1) Herr A. Rossel, Berichterstatter der ,,Neuen Ziiricher Zeitung‘ 
ist allerdings nicht derselben Meinung. Da aber die Ansichten dieses 
Herrn auch in anderen Sachen grundverschieden von den anderer 
Leute sind (er koordiniert den AtmungsprozeB der Pflanzen mit dem 
Chlorophyllmolekiil) so wird man auch iiber jene kein Wort zu verlieren 
brauchen. Zudem hat er Nencki vollstaéndig mifSverstanden. 








138 L. Marchlewski: 


Die obige historische Skizze erleichtert das Verstandnis 
und erklart den Zweck meiner und meiner Mitarbeiter weiteren 
Untersuchungen iiber Chlorophyll, deren Resultate ich im nach- 
folgenden beschreiben méchte. 


Uber Chlorophyllan, Phiophytin und Phyllogen. 


Hoppe-Seyler’) war der erste, der das Chlorophyll durch 
chemische Untersuchung seiner Derivate erforschen wollte. Es 
gelang ihm, durch Konzentrieren in der Hitze erzeugter Chloro- 
phyliausziige ein Produkt zu erzeugen, welches angeblich krystal- 
lisierte, durch ziemlich markante optische Eigenschaften ausge- 
zeichnet war und welches den Namen Chlorophyllan erhielt. 
Diese Substanz wurde spiater von verschiedenen Forschern 
untersucht, und Tschirch*) gebiihrt das Verdienst bewiesen zu 
haben, daB bei der Bildung des Chlorophyllans die Pflanzen- 
siuren eine wichtige Rolle spielen. Artur Meyer*) erhielt 
Chlorophyllan durch direkte Behandlung von Blattern mit 
Eisessig. Die analytische Untersuchung des Chlorophyllans gab 
Hoppe-Seyler Resultate, welche in der einschlagigen Literatur 
viel besprochen wurden, da sie scheinbar fiir die Annahme ein- 
traten, da Chlorophyll zu den Lezithinen zu zahlen ist. Das 
Chlorophyllan erwies sich namlich als aschenhaltig, und zwar 
phosphorhaltig. Fiir mich hat dieser Aschenbefund nicht als, 
beweisend gegolten,*) denn es war durchaus nicht ausgeschlossen 
daB dem Farbstoff noch farblose Beimengungen anhaften konnten, 
welche die Asche bedingen wiirden. Die angebliche leichte 
Reinigung des Chlorophyllans durch Krystallisation erscheint in 
ganz anderem Lichte, wenn man selbst einmal diese ,,Chloro- 
phyllankrystalle‘‘ beobachtet hat. Eine krystallinische Struktur 
ist bei den Chlorophyllanpraparaten tiberhaupt nicht zu kon- 
statieren. Ich selbst hielt das Chlorophyllan fiir ein Gemisch 
von verschiedenen Farbstoffen und verteidigte die Annahme 
gegeniiber verschiedenen Angriffen. Gegen die Einheitlichkeit des 
Produktes sprachen verschiedene Umstiande, vor allem eine ge- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 339, 1879; 4, 193, 1880; 5, 75, 1881. 
2) Untersuchungen iiber das Chlorophyll, Berlin 1884. 

3) Bot. Zeitschr. 1882, 533. 

*) Vergl zit. Monographie. 
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wisse Variabilitat der spektralen Eigenschaften von Priparaten, 
die aus derselben Pflanze und nach derselben Methode herge- 
stellt waren, und spiter, nachdem ich mit C. A. Schunck') 
ausfiihrlich die Hauptresultate Sorbys*) iiber das Vorkommen 
zweier Chlorophylle bestatigen konnte, die Uberzeugung, daB 
die Wirkung der Sauren sich nicht auf die Umanderung nur 
eines der beiden griinen Farbstoffe beschrinken wird. Bereits 
Sorby*) hat namlich die Verinderung seines gelben Chloro- 
phylls unter dem EinfluB von Sauren hervorgehoben, welche 
allerdings etwas trager verliuft als im Falle des ,,blauen‘ 
Chlorophylls. 

Ein Produkt, welches dem Chlorophyllan sehr ahnlich ist, 
wurde spater von Schunck und dann von Schunck und mir 
zur Darstellung verschiedener Chlorophyllpraparate benutzt. Das- 
selbe wurde erhalten, indem Chlorophyllextrakte, welche mit 
82°/, Alkohol hergestellt waren mit gasformiger Salzsiure kurze 
Zeit behandelt wurden. Die gasférmige Chlorwasserstoffsiure 
wurde einer wasserigen Lésung nur aus dem Grunde bevorzugt, 
um eine unndtige Verdiinnung der Chlorophyllésung, welche eine 
Abscheidung von Pflanzensiuren und Fetten verursachen wiirde, 
zu vermeiden. Es entsteht hierbei eine braunschwarze Fallung, 
welche sich schnell zu Boden setzt, in den gebriiuchlichen 
Lésungsmitteln leicht léslich ist und optisch sehr an das 
Cnlorophyllan erinnert. Wir hielten die Substanz fiir nicht 
einheitlich und unterlieBen es, dieselbe einem griindlichen Studium 
zu unterwerfen, um so mehr, als Darstellungen aus verschiedenen 
Pflanzen nicht immer zu demselben Produkte fiihrten. Da 
dasselbe jedoch als Ausgangsprodukt fiir Phylloxanthin und 
Phyllocyanin hiufig benutzt wurde, so erhielt es der Kiirze 
wegen den Laboratoriumsnamen Phyllogen. 

Im vorigen Jahre endlich beschrieben Willstatter und 
Hocheder*) unter dem Namen Phaophytin Substanzen, welche 
sie durch Einwirkung von Oxalsaure auf konzentrierte Chlorophyll- 
extrakte erhielten. Bereits die Darstellungsart, sowie auch die 
Eigenschaften dieser Phiophytine machten es fiir mich evident, 


1) Journ. of the Chem. Soc. 77, 10380, 1900. 
2) Proc. Roy. Soc. 21, 442. 

3) Proc. Roy. Soc. 21, 442. 

4) Liebigs Annalen 354, 205, 1907. 
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daB diese Substanzen mit den obenerwahnten Salzsdurenieder- 
schlagen identisch sind, und da andererseits die ,,Phyllogene“ 
in engster Beziehung zum Chlorophyllan stehen, so machte sich 
der Wunsch rege, simtliche Substanzen durch direkte Be- 
obachtungen zu vergleichen und in dieser Richtung einheitliche 


Ansichten zu schaffen. 


Darstellung des Phyllogens aus Ahornbliittern. 


Zur Darstellung des Phyllogens aus Ahornblattern wurde 
zum Teil Chlorophyllextrakt aus frischem Material und zum 
Teil aus getrocknetem und dann gepulvertem benutzt. Ersteres 
wurde bei Wasserbadtemperatur mit 82°/, Alkohol, letzteres in 
der Kalte mit 96°/, Alkohol extrahiert. In beiden Fallen wur- 
den Doppelextrakte hergestellt. Der in der Wiairme dargestellte 
Auszug wurde nach dem Erkalten und Filtrieren mit gas- 
férmiger Salzsiure lange Zeit behandelt, und zwar bis eine 
deutliche Reaktion zu erkennen war, und der gebildete Nieder- 
schlag auf einem Faltenfilter gesammelt und griindlich mit 
82°/, Alkohol ausgewaschen. Weiteren Reinigungen wurde das 
Produkt nicht unterworfen, sondern in diesem Zustande mit 
anderen Praparaten verglichen. 

Die kalte Extraktion geschah unter folgenden Bedingungen. 
1 kg getrockneter und auf einer Excelsiormiihle gemahlener 
Ahornblé&tter wurde mit 31 Alkohol von 96°/, iibergossen und 
das Gemisch wiahrend zweier Tage unter haufigem Umriihren 
stehen gelassen. Sodann wurde soviel als méglich Fliissigkeit 
abdekandiert und der Riickstand in einer hydraulischen Presse 
unter Anwendung von 300 Atmosphiren Druck ausgepreBt. Die 
erhaltenen Lésungen wurden vereinigt und zur Extraktion einer 
weiteren Portion von */, kg getrockneter und gemahlener Blatter 
verwendet. Das zweite Extrakt wurde sodann mit 10°/, 
wasseriger Salzsiure versetzt, und zwar auf 11 Lésung kamen 
25 ccm Salzsiure zur Anwendung. Es bildete sich sofort ein 
dunkler braunschwarzer Niederschlag, der abfiltriert und mit 
Alkohol gewaschen wurde. Die weitere Reinigung dieses Nieder- 
schlages geschah auf eine Art, die von Schunck und mir bei 
den Athern des Phyllotaonins benutzt wurde. Der Niederschlag 
wurde namlich in Chloroform gelést, die Lésung stark konzen- 














Studien in der Chlorophyllgruppe. 141 


triert und sodann mit Alkohol versetzt, wodurch das ,,Phyllogen’: 
in Flocken abgeschieden wurde. In dieser Art wurde aus je 
1 kg Ahornblatter nur 4,8 g Phyllogen erhalten. Phyllogen- 
praparate, welche analysiert werden sollten, wurden der obigen 
Prozedur noch zweimal unterworfen. 

Das in dieser Weise gewonnene Phyllogen bi!det nach dem 
Trocknen eine dunkel schwarzblaue Masse, die keine krystallinische 
Struktur aufweist. Auch bei wochenlangem Verbleiben im Vaku- 
umexsiccator iiber Schwefelsdure wird das Praparat nicht spréde, 
obwohl sein Gewicht mit der Zeit konstant wird. Beim Er- 
hitzen im Capillarrohr schmilzt es bei ca. 130° C zu einer schwarzen 
FluBigkeit zusammen. In Chloroform lést sich das Phyllogen 
wie gesagt auBerst leicht, in kaltem Alkohol schwer, in sieden- 
dem leichter und scheidet sich aus letzterem in Pseudokrystallen 
aus, welche in ihrer Gestalt lebhaft an Chlorophyllan und Prings- 
heims Hypochlorin erinnern. Scharfe Kanten zeigen dieselben 
ebensowenig wie Chlorophyllan. In Ather ist das Phyllogen 
ziemlich leicht léslich, in Benzol noch leichter, in Ligroin von 
Siedepunkt 27° sehr schwer. In seinem Verhalten diesen Lésungs- 
mitteln gegeniiber unterscheidet es sich durchaus nicht vom 
Phiophytin Willstatters, welches zu Vergleichszwecken aus 
derselben Ahornblatterpartie durch Anwendung von Oxalsiure 
dargestellt wurde. Beide Produkte, das Phyllogen und das 
Phaophytin, sind iberhaupt nicht voneinander zu unterscheiden, 
was besonders auch durch das Studium der elementaren Zu- 
sammen setzung beider Kérper wie auch ihrer spektralen Eigen- 
schaften bestatigt wurde. 

Die Elementaranalysen beider Produkte miissen besonders 
langsam gefiihrt werden. Die zu _ verbrennenden Proben 
miissen fiir die N-Bestimmung sehr genau mit einem groBen 
UberschuB von Bleichromat vermischt werden. Da die Phyllogen- 
und Phiophytinpraparate, welche aus Ahornblattern stammen, 
wie oben bemerkt, durch das Trocknen im Vakuum bei ge- 
wohnlicher Temperatur auch nach langerer Zeit nicht sproéde 
werden und sich daher nicht gut pulverisieren lassen, wurden die 
zur Analyse bestimmten Proben direkt in einem kleinen Achat- 
mérser abgewogen und sodann in diesem mit gepulvertem Blei- 
chromat verrieben. Trotz diesen VorsichtsmaBregeln passierte 
es einige Male, daB auch bei sehr langsamer Leitung des Ver- 
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brennungsprozesses und trotz der Anwendung von Bleichromat 
die Substanz plétzlich eine kleine Menge eines brennbaren Gases 
abgab, welches dem Stickstoff beigemischt war. 

Phyllogen erwies sich iibrigens vollstindig aschefrei ebenso 
wie Phaophytin, und da es bei der Spaltung mit konzentrierter 
Salzsiure unter anderem Phylloxanthin liefert, so folgt daraus, 
daB auch diese Substanz aschefrei zu erhalten ist. 

Ein dreimal nach der obenerwaéhnten Methode gereinigtes 
Phyllogenpraparat gab bei der Analyse die folgenden Resultate: 

1. 0,2309 g Subst. gaben 10,8 ccm Stickstoff bei t = 14°, 
b == 741,6 entsprechend 5,39°/, N, 

2. 0,1649 g gaben 7,7 ccm N bei t = 13°, b = 756,6, ent- 
sprechend 5,52°/, N, 

3. 0,2441 g gaben 11,4 ccm N bei t = 13°, b = 737,2, ent- 
sprechend 5,37°/, N, 

4. 0,1874 g gaben 0,5132 g CO,, 0,1475 g H,O, entsprechend 
74,69°/, C, 8,81°/, H, 

5. 0,1153 g gaben 0,3162 g CO,, 0,0917 g H,O, entsprechend 
74,79°/, C, 8,90°/, H. 

Ganz analoge Resultate gab Phaophytin aus Ahornblattern. 
Auch diese Priparate wiirden dreimal unter Zuhilfenahme der 
Fallbarkeit der Substanz aus Chlorformlésungen durch Alkohol 
gereinigt. 

6. 0.1218 g gaben 0,3333 g CO, und 0,1038 g H,O, ent- 
sprechend 74,63°/, C, 8,62°/, H, 

7. 0,1538 g gaben 7,0 ccm N bei t = 9°, b == 751,9, ent- 
sprechend 5,43°/, N, 

8. 0,1218 g gaben 6,3 ccm N’) bei t = 14°, b= 725,6, ent- 
sprechend 5,75°/, N. 

Hervorgehoben mag noch werden, da8 die Zusammensetzung 
des Phyllogens sich nicht andert, wenn es den obenerwahnten 
Reinigungsprozessen noch weiter unterworfen wird. Ein im 
ganzen fiinfmal in Chloroform geléstes und durch Alkohol ge- 
falltes Priparat zeigte die nimliche Zusammensetzung: 

0,1212 g gaben 0,3316 g CO, und 0,0950 g H,O, ent- 
sprechend 74,62°/, C, 8,71°/, H. 
Phyllogen verhilt sich also auch in dieser Beziehung dem 


1) Uber der Lauge gemessen. 
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Phiophytin voéllig analog, d. h. scheinbar ist es eine einheitliche 
Substanz, die sich aus Chloroformlésungen durch Alkohol nieder- 
geschlagen nicht fraktionieren laBt. 


Phyllogen aus Akazienblittern. 


Die Akazienblatter waren im Hochsommer gesammelt, bei 
Abwesenheit von Licht getrocknet und gemahlen. Die Extraktion 
geschah in der Kalte und wurde iibrigens ebenso geleitet wie 
oben beim Ahornphyllogen beschrieben. Die Ausbeute war 
geringer als im Falle der Ahornblatter. Die Reinigung geschah 
in derselben Art wie oben beschrieben. Das erhaltene Produkt 
war wenig vom Ahornphyllogen verschieden, nur war es weniger 
klebrig, sonst verhielt es sich physikalisch wie chemisch dem 
ersteren ganz analog. Schmeizpunkt ca. 150°. Zur Analyse 
wurde es im Vakuum iiber Schwefelsiure bis zum konstanten 
Gewicht getrocknet : 

1. 0,1953 g gaben 11,6 ccm N bei t 15, 748,2, ent- 
sprechend 6,88°/, N, 

. 0,1709 g gaben 9,8 ccm N bei t 15,25 », 750,4, ent- 

sprechend 6,66°/, N, 

. 0,1537 g gaben 9,4 ccm N bei t = 16,5, b = 748,8, ent- 

sprechend 7,06°/, N, 

. 0,1283¢ gaben 0,3560 ¢ CO,, 0,0953 g H,O, entsprechend 

75,67°/, C und 8,26°/, H. 
5. 0,1737 g gaben 0,4766 g CO,, 0,1266 g H,O, entsprechend 
74,70°/, C und 8,14°/, H. 


Die spektroskopischen Verhaltnisse des Akazienphyllogens 


im weniger gebrochenen Teil des Spektrums wie auch im 
Ultraviolett sind denen des Ahornblatterphyllogens ganz analog. 


Phyllogen aus Ficus-Repens-Bliattern. 


Ficus Repens-Blatter, die uns leider nur in geringer Menge 
zur Verfiigung standen, liefern ein Phyllogen, welches von den 
von uns untersuchten Phyllogenen den héchsten Stickstoflwert 
aufweist und das sprédeste ist. Es wurde auf die iibliche Art 
durch Einwirkung von Salzsiure auf Doppelextrakte in der 
Kalte erhalten und durch Fallung seiner Chloroformlésung mit 
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%6°/, Alkohol gereinigt. Seine Zusammensetzung folgt aus den 
beigefiigten Analysen: 
1. 0,1023 g gaben 0,2694 g CO,, 0.0811 g H,O, entsprechend 
71,94°/, C, 8,79°/, H, 
2. 0,1154 g gaben 7,2 com N,') t = 14, b 740,8 cem, ent- 
sprechend 7,12°/, N. 
Sein allgemeiner Charakter stimmt mit dem der anderen 
Phyllogene genau iiberein. Es enthalt ahnlich wie jene, oder 


die Phiophytine keine Asche. 


Chiorphyllan aus Brennesselbliittern. 


Um zu priifen, ob, wie von vornherein anzunehmen war, 
Chlorphyllan in naher Beziehung zum Phaophytin und Phyllogen 
steht, haben wir ein vor mehreren Jahren von dem einen von 
uns dargestelltes Chlorophyllan aus Brennesseln einer genaueren 
Untersuchung unterzogen. Die Darstellung desselben geschah 
nach der Methode von Hoppe-Seyler. Das vorliegende Pra- 
parat war ganz roh und auf den ersten Blick stark von 
Pflanzenfetten verunreinigt, die sich zum Teil als zarte weiBe 
Schuppen dem dunkel blauschwarzen Farbstoff anschmiegten. 
Zuniachst wurde versucht, dasselbe nach der Hoppe-Seyler- 
schen Art ,,umzukrystallisieren“, und zwar unter Anwendung 
von Alkohol, allein die aus der alkoholischen Lésung beim Er- 
kalten abgeschiedenen Massen machten nicht den Eindruck, daB 
sie durch den Proze8 reiner geworden sind. Es wurde daher 
die beim Phyllogen benutzte Methode angewandt. Das Chlor- 
phyllan wurde in Chloroform gelést und durch ein gehartetes 
Filter filtriert. Auf dem Filter verblieb eine schwach gefarbte 
Masse in kleiner Menge zuriick. Das Filtrat wurde stark ein- 
geengt und mit 96°/, Alkohol versetzt. Das in dieser Weise 
abgeschiedene Chlorophyllan lie8 aber immer noch Verunreini- 
gungen erkennen. Es wurde daher von neuem in Chloroform 
gelést und wieder durch ein gehirtetes Filter filtriert, das Fil- 
trat stark konzentriert, mit Alkohol gefallt und die Fallung 
nach dem Abfiltrieren in siedenden Alkohol eingetragen. Wahrend 
des Erkaltens dieser Lisung wurde die Abscheidung von hellen 
Flocken beobachtet, diese wurden schnell durch Filtration 


1, Uber Wasser gemessen. 
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mittels Faltenfilters entfernt und das alkoholische Filtrat ein- 
geengt. Beim Erkalten schied sich das Chlorophyllan in 
sammetschwarzen, nicht zusammenhangenden Kérnern ab. Es 
wurde von nevem in Chloroform geldést, filtriert, das Chloroform 
nahezu ganz abgedampft und mit Alkohol gefallt. Dieses Pro- 
dukt gab nun bei der Analyse folgende Werte: 
1. 0,1256 g gaben 7,3 ccm N, t = 13°, b = 744, entsprechend 
6,69°/, N, 
2. 0,1304 g gaben 0,3604 g CO,, 0,1007 g H,O, entsprechend 
75,23°/, C, 8,61°/, H, 
3. 0,1590 g gaben 0,4362 g CO,, 0,1240 g H,O, entsprechend 
74,85°/, C, 8,70°/, H. 

Seinem allgemeinen Verhalten nach ist das in dieser Art 
gereinigte Chlorophyllan von dem Phyllogen, also mithin auch 
von dem Phaophytin nicht zu unterscheiden. Sein optisches 
Verhalten ist mit dem des Phyllogens identisch. 

In einer wichtigen Beziehung unterschied sich das nach 
obiger Art gereinigte Chlorophyllan von dem Rohchlorophyllan. 
Wahrend die atherische Lésung des letzteren an eine 15°/,ige 
Salzsiure beim Schiitteln etwas Farbstoff mit blaugriiner Farbe 
abgab, verhielt sich die atherische Lésung des gereinigten Chlor- 
phyllans einer Saure von obiger Konzentration gegeniiber vollig 
indifferent. Auf diesen Unterschied kommen wir noch im 
folgenden Paragraphen zu sprechen. 


Verhalten von Phyllogen, Phiophytin und Chlorophyllan 
Salzsiiure gegeniiber. 

Phyllogen bildet bekanntlich das Ausgangsprodukt zur 
Darstellung des Phyllocyanins und Phylloxanthins. Die Bildung 
dieser Korper erfolgt, wenn man Phyllogen mit konzentrierter 
Salzsiure behandelt. Von der Lange der Einwirkung der 
Saure und der Art der Isolierungsmethode hingt die Natur der 
Spaltungsprodukte in gewissem Grade ab. Am eingehendsten 
sind bis jetzt zwei Spaltungsprodukte des Phyllogens unter der 
Einwirkung von Saure studiert, namlich des Phylloxanthin und 
des Phyllocyanin. Beide Produkte werden demnachst genauer 
beschrieben. Hier sei nur darauf hingewiesen, daB Phylloxanthin 
weit schwachere basische Eigenschaften besitzt als das Phyllo- 
cyanin. Ersteres wird seiner atherischen Lésung erst durch 
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24°/ ige Salzsiure in gréBeren Mengen entzogen, wihrend das 
Phyllocyanin schon in 15°/,ige Salzsiure tibergeht. Da das 
Phyllogen friiher als ein Gemisch dieser beiden Substanzen an- 
gesehen wurde, so haben wir jetzt auf Grund des Verhaltens 
des Phyllogens zu Salzsiuren verschiedener Konzentration die 
Frage nach seiner Einheitlichkeit in dieser Beziehung niaher 
studiert. Es hat sich hierbei gezeigt, daB Phyllogene ver- 
schiedenen Ursprungs sich verschieden verhalten. Die Versuche 
wurden in der Weise ausgefiihrt, da8 10 ccm einer atherischen 
Lésung des Phyllogens, welche in 1 ccm 0,0003g enthielt, mit 
10cem Salzsiure von verschiedenen Konzentrationen kurze Zeit 
geschiittelt wurden. Untersucht wurden Phyllogene aus Brenn- 
nesseln, Ficus Repens, Ahornblattern und Akazienblattern. Mit 
Ausnahme des letzterwahnten Phyllogens verhielten sich samt- 
liche untersuchte Phyllogene einer 15°/,igen Salzsiure gegen- 
iiber indifferent. 20°/,ige Saure nahm schon etwas mehr Farb- 
stoff auf, 24°/,ige natiirlich noch mehr. Die in dieser Art 
erhaltenen Lésungen sind allerdings, besonders im Falle der 
Anwendung einer 20°/,igen Saéure, nur sehr wenig gefirbt, und 
um einen besseren Vergleich erzielen zu kénnen, haben wir die 
Intensitét der durch die sauren Lésungen verursachten Absorp- 
tionen colorimetrisch mit Hilfe des Martens-Kénigschen 
Apparates im Natriumlicht verglichen. Die erzielten Werte 
sind in folgenden Tabellen zusammengefaBt: 








15°/, HCl 20°/,HCL | 24°/,HCI 
Ursprung des Phyllogens ay Xs oa Xe ay Xe 
Brennesseln. . . . _ — 79,95° 69,57°| 82,68°  65,51° 
Ficus Repens . . . _ _ 76,869 71,519] 81,8° | 68,32° 
Akazienblatter. . .| 75,15 | 73,23 | 85,13 62,95 | 93,4 55,28 


Brennessel -Phyllogen 
nach 3stiindigem 
Erwirmen mit 
1/,°/,iger Oxal- 
siureléisung . . .| 78,25 , 72,9 81,9 66,49 | 88,13 | 60,51 

Werte fiir «. 

Brennessel erhitzt mit 


Oxalsiure. . .. 0,1699 0.4852 1.2286 
Brennesseln. . . . _ 0,3226 0,5497 
Akazienblatter. . . 0,0556 0,7776 — 











Ficus Repens . . . — 0,1561 04407 
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Eine besondere Besprechung verdient das Verhalten des 
Chlorophyllans. Dasselbe gibt, solange es nicht gereinigt ist, 
(siehe oben) an 15°/,ige Salzsiure ziemlich viel Farbstoff ab, 
hingegen das gereinigte Priparat, dessen Zusammensetzung oben 
angegeben wurde, verhilt sich ebenso wie das Phyllogen aus 
derselben Pflanzenart, in diesem Falle das Brennesselphyllogen. 
Das Rohprodukt enthalt also, wie ich dies bereits auch friiher 
immer behauptet habe, etwas Phyllocyanin (ob es auch Phyllo- 
xanthin enthalt, ist nicht sicher zu entscheiden), und durch den 
ReinigungsprozeB, welcher auf der Fallung des Chlorophyllans 
aus Chloroformlésungen durch Alkohol basiert, wird das in 
Alkohol léslichere Phyllocyanin entfernt. Erinnert man sich nun 
des Umstandes, da8 Chlorophyllan insofern unter anderen Be- 
dingungen gebildet wird als Phyllogen oder Phiophytin, als es 
der Wirkung von Wasserstoffionen bei héheren Temperaturen 
ausgesetzt ist, so kommt man zum SchluB, daB es gelingen 
muB, die letztgenannten Praparate durch Pflanzensduren bei 
erhohter Temperatur sozusagen in Chlorophyllan umzuwandeln. 
Und in der Tat zeigt die vierte horizontale Reihe der ersten 
oben angefiihrten Tabelle, daB Phyllogen, welches Brennesseln 
entstammt und drei Stunden lang in '/,°/,iger alkoholischer 
Oxalsiure auf dem Wasserbade erwirmt war, an 15°/,ige Salz- 
siure nach dieser Behandlung dus seiner atherischen Lésung 
ziemlich viel Farbstoff abgibt. Ebenso konnten wir uns iiber- 
zeugen, da®§ genuines Chlorophyllan, welches den Chloroform- 
Alkohol-ReinigungsprozeB durchgemacht hat und dessen atherische 
Lésung an 15°/,ige Salzsiure keinen Farbstoff abgab, diese 


Eigenschaft wieder zuriickgewann, als es der Einwirkung von 


1/0 
/e 


Danach kénnte man allgemein sagen, daB Chlorophyllan, so- 
lange es nur nach Hoppe-Seylers Methode gereinigt war, 
d. h. aus Alkohol ,,umkristallisiert‘‘ war, in der Regel Phyllogen 


/,iger alkoholischer Oxalsiure in der Wairme ausgesetzt war. 


resp. Phaophytin reprasentiert, welches durch Phyllocyanin ver- 
unreinigt ist. Indes mu8 der Satz Einschrankungen erleiden, 
da es, wie oben aus der Tabelle zu ersehen ist, auch Phyllogene 
geben kann, welche Sauren gegeniiber sich genau so verhalten 
wie Rohchlorophyllan. Endlich mu8S auch daran gedacht 
werden, da®$ die Phyllogene einer und derselben Pflanzenart, 
je nach der Vegetationsperiode der Pflanze, variieren kénnen. 
10* 
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Optisches Verhalten des Phyllogens, Phiophytins und 
Chlorophyllans. 

Die spektralanalytische Untersuchung der Chlorophyllideri- 
vate ist, wie die Geschichte der Chlorophyllforschung zeigt, von 
eminenter Bedeutung. Sie wurde freilich in friiheren Zeiten’) 
wie auch neuerdings unterschitzt, aber diejenigen Forscher, die 
sich der Blutforschung oder Chlorophyllforschung widmen, kommen 
sehr bald zu der Uberzeugung, da8 die Spektralanalyse eines 
derjenigen physikalischen Hilfsmittel ist, welches sie nicht ent- 
behren k6énnen. 

DaB bei der Anwendung dieser Untersuchungsmethode oft 
schwer gesiindigt wird, worauf H. Kayser in der Einleitung 
zu dem 4. Band seiner Spektroskopie gerechterweise hindeutet, 
mu8 ohne weiteres zugegeben werden. Ebenso hat Kayser 
volistandig recht, wenn er behauptet, daB8 die Konfusion in 
der Chlorophylichemie durch den Umstand sehr verbreitet wird, 
daB von jedem Forscher, der an die Chlorophyllchemie getreten 
ist und das Gebiet ,,erschlossen‘‘ haben will, immer neue 
Namen fiir altbekannte Substanzen eingefiihrt werden. Indessen 
kann ich dem Satz des verdienten Forschers auf dem Gebiet 
der Spektralanalyse, da8 infolge der Unsicherheit der Methode 
halbwegs Messungen nur eines und desselben Forschers ver- 
glichen werden kénnen, nicht unbedingt beipflichten, da die 
Geschichte der Chlorophyllforschung gerade eine Entdeckung 
aufweisen kann, die das Entgegengesetzte beweist. Ich erinnere 
an die Entdeckung der Tatsache, da ein Umwandlungsprodukt 
des Chlorophylls im tierischen Organismus, das von mir ent- 
deckte Phylloerythrin, identisch mit dem Cholehimatin von Mac 
Munn ist.’) Ich habe das Phylloerythrin rein isolieren konnen 
und sein spektroskopisches Verhalten genau beschrieben, auch 
habe ich seine Absorptionsverhaltnisse im Ultraviolett genau 
charakterisiert. Das Cholehimatin war mir damals unbekannt. 
Auf Grund dieser meiner Beschreibungen des optischen Ver- 
haltens des Phylloerythrins, hat dann Gamgee, der Phyllo- 
erythrin niemals in den Hianden hatte, welcher aber Mac 
Munns Arbeit im Gediachtnis hatte, brieflich die Uberzeugung 
ausgesprochen, da beide Substanzen identisch sind, und meine 


1) Vgl. hieriiber bei Tschirch 1. c. 
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spiteren durch Gamgee in dieser Art veranlaBten Unter- 
suchungen haben dann auch diese vermutete Identitaét beider 
Substanzen sowie auch die Frage des Bilipurpurins aufgeklart. 
Beziiglich der spektralanalytischen Methode, welcher ich mich 
bediene, mégen hier einige Einzelnheiten folgen. 

Ich habe zwei Spektralaparate zur Verfiigung, und zwar 
ein ganz einfaches Instrument, sog. Kensington Type von 
Hilger in London und ein meinen Wiinschen entsprechend 
konstruirtes Polarisationsspektrometer von Fuess in Steglitz, 
welches in der Art konstruirt ist, daB die Polarisations- 
vorrichtungen mit Leichtigkeit entfernt werden kénnen, wodurch 
ein déuBerst genaues Spektrometer resultiert. Die Prismen sind 
in keinem Apparat fix angebracht, sondern kénnen nach Be- 
lieben ausgewechselt werden. Ich bediene mich je nach Um- 
stinden zweier verschiedener Flintprismen, eines Bor-Silicat- 
prismas mit sehr geringer Dispersion, und habe auBerdem ein 
Cornusches Quarzprisma wie auch ein Fluoritprisma (von Fuess) 
zur Verfiigung. Beide Instrumente dienen zur subjektiven Be- 
obachtung. Die meisten Messungen werden mit Hilfe des ein- 
fachen Hilgerschen Instrumentes ausgefiihrt, welches aber da- 
durch einen hohen Prazisionsgrad erreicht, daB es mit einem 
Mikrometerokular versehen wird, dessen ,,thread‘ */,,, Zoll 
betriagt. Das Okular ist mit einer 4-Volt-Lampe versehen, 
welche es erméglicht, die Faden auch im stark gebrochenen 
Teil des Spektrums, sowie auch in der Nahe des Infrarot ge- 
nau einzustellen. Die Kalibrierung der Prismen geschah von 
mir selbst. Es wurden hierzu die Linien Ka, Na, Tl, Li, Ha, 
Hf, Hy, sowie die sehr hellen Heliumlinien des schwacher ge- 
brochenen Teiles des Spektrums angewandt. 

AuBer den obigen Apparaten besitzt mein Institut ein vor- 
ziigliches Quarzspektrograph von Hilger in London. Bei dem- 
selben wurden alle Momente beriicksichtigt, welche nach den 
Forschungen der Spezialisten dieses Gebietes notwendig sind, 
um mdglichst gute Definition der Spektren zu erreichen. Die 
Linsen sind nicht achromatisch, wie in manchen Apparaten, 
die aus kontinentalen Firmen stammen, sondern einfache Quarz- 
linsen, welche aus entsprechenden enantiomorphen Krystallen 
hergestellt wurden. Ein Vergleich meiner Spektrogramme mit 
solchen, die mit Hilfe von Quarz-Fluorit Achromaten erhalten 
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werden, belehrte mich, da8 meine Auswahl gut getroffen ist.*) 
Die Linsen haben eine Brennweite von 35,7 engl. Zoll (fiir D). 
Sie sind nahezu plankonvex; die konvexe Seite derselben wird 
entsprechend den Entwickelungen von Cornu*) dem Prisma 
zugewandt. Bekanntlich ist die Fliche, auf welcher das ganze 
Spektrum scharf liegen wiirde, keine Ebene, sondern eine 
Zylinderflaiche, die sich aber um so weniger (praktisch genommen) 
von der Ebene unterscheiden wird, je linger die Brennweite 
der Linsen ist und je kleiner die zu photographierende Spektral- 
region. Diesen Anforderungen entspricht unser Instrument in 
vollem MaBe. 

Die Plattenkassette erméglicht die Aufnahme von 7 Spektro- 
grammen. Infolge des Chromatismus der Linsen muB die Platte 
stark zur Richtung der Lichtstrahlen geneigt sein. Fiir die 
Spektralregion von 486,l uu bis 334,1 wu, welche bei den 
gegenwartigen Studien in Betracht kommen, betrigt der ent- 
sprechende Winkel 23,5°. Uber die Art der Einsteilung des 
Spektrographen brauche ich mich hier nicht zu aufern, ich 
verweise diesbeziiglich auf das beriihmte Kaysersche Buch 
und besonders auch auf die Hartleyschen Arbeiten. 

Die zu untersuchenden Fiiissigkeiten wurden in einem 
Absorptionsgefa8 untergebracht, welches von Fuess in Steglitz 
nach meinen Angaben konstruiert wurde, und welches iibrigens 
an das von Baly*) beschriebene erinnert. Es besitzt zwei 
Fluoritfenster und erméglicht die Untersuchung von Fliissig- 
keitsschichten von 5mm aufwarts bis 25mm. Die Anderung 
der Schichtendicke geschieht durch Verstellung einer inneren 
Schraube, deren Gang selir prizis ausgefihrt ist. 

Die Beleuchtung des Apparates geschah mit Hilfe einer 
64 Kerzen Nernst-Lampe, mit vertikalem, geradem Glihfaden. 
Der Erwarmungskoérper ist spiral um den Gliihfaden gewunden. 
Bei den ersten Aufnahmen wurde dieser Umstand als sehr 
stérend befunden. Die Windungen erzeugten auf den Spektro- 
grammen horizontale Schatten, die besonders bei der Beobach- 
tung matter Bander stérend wirkten. Diesem Ubelstand wurde 





1) Vgl. Schumann, Photogr. Rundschau 1892, H. 11. — Des- 
landres, Ann. chim. et phys. 15, 5, 1888.— Kayser, Spektroskopie 1,631. 

2) Kayser, Spektroskopie 1, 630. 

5) Spectroscopy. London 1905, 414. 
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jedoch leicht dadurch abgeholfen, daB die Erwiairmungsspirale 
behutsam vollstindig entfernt, und die Inbetriebsetzung der 
Lampe durch direkte Erwirmung des Gliihfadens mit Hilfe eines 
Bunsenbrenners erzielt wurde. Die Expositionsdauer betrug 
3 Minuten. Die Platten stammten von Wratten und Wain- 
wright, Croydon, und haben sich vorziiglich bewahrt. Fiir die 
Aufnahme der stark gebrochenen Spektralregionen wurden die 
, {mproved-Drop-Shutter‘‘-Platten angewandt. 

In der vorliegenden Abhandlung miissen wir uns begniigen, 
nur den allgemeinen Charakter der Absorptionen im stiarker 
gebrochenen Teil des Spektrums zu beschreiben und zur Orien- 
tierung die Quecksilberlinien, welche von einer Heraeus- 
schen Quarzquecksilberlampe auf die Platten geworfen wurden, 
benutzen. Die genaue Ausmessung der Lage der Absorptions- 
bander soll spiter mit anderen Messungen gegeben werden. 
Es sei hier nur erwahnt, daB wir uns zweier Methoden be- 
dienten, namlich der Hartleyschen bei Anwendung des Eisen- 
Lichtbogens und der gewoéhnlichen, auf der Ausmessung mit 
Hilfe eines Komparators beruhenden. 

Fiir die Aufnahme der wenigen gebrochenen Spektrumteile 
wurden die Quarzlinsen durch achromatische Glaslinsensysteme, 
ebenfalls von Hilger hergestellt, ersetzt. Die Platten stammten 
von Wratten & Wainwright, Marke ,,Wratten-Panchromatic“. 
Die Ausmessung der Spektren geschah hier mit dem Komparator. 

Die gewisse Unsicherheit der spektralanalytischen Angaben, 
welche sich auf Absorptionsspektren beziehen, haben ihren 
Grund hauptsachlich in der ungeniigenden Scharfe der Be- 
grenzung der meisten Bander, ein Umstand, der bei der An- 
wendung des Komparators zur Ausmessung der Spektrogramme 
ebenfalls sehr ins Gewicht fallt. Es wire sehr wiinschenswert, 
wenn die Physiker diesem letzteren Problem ihre Aufmersamkeit 
schenken wollten. Ich stelle mir vor, daB es méglich sein 
muB, eine Vorrichtung zu konstruiren, welche auf photo- 
metrischem Wege diejenige Region der Platte festlegen kénnte, 
bei welcher eine Differenziierung der Schwirzung der Platte 
eintritt. Meine eigenen Bemiihungen in dieser Richtung, die 
ich in Gemeinschaft mit einer optischen Werkstatt unter- 
nommen habe, haben bis jetzt noch kein mich befriedigendes 
Resultat geliefert. 
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Die besagten Schwierigkeiten fallen im Prinzip fort, wenn 
man beim Vergleich verschiedener Substanzen sich der spektral- 
photometrischen Methoden bedient. Die friiheren hierzu kon- 
struierten Apparate konnten mich fiir die Zwecke der Chloro- 
phyllforschung nicht befriedigen. Die erhaltenen Resultate 
schwankten so auBerordentlich und waren von so vielen, schwer 
zu eliminierenden Einfliissen abhingig, daB ich von der An- 
wendung derselben Abstand nehmen mufte. In neuerer Zeit 
werden vielfach die Leistungen des Kénig-Martensschen 
Apparates besprochen und von verschiedenen Seiten lobend 
hervorgehoben. Wie ich unten zeigen werde, haben wir ver- 
schiedene Phyllogene in dem erwihnten Apparate untersucht. 
Vorlaufig stand uns nur die kleinere Beleuchtungsvorrichtung zur 
Verfiigung und als AbsorptionsgefaB nur die Schulzsche Zelle. 
Die bis jetzt erhaltenen Resultate sind nur zum Teil befriedigend. 
Der Grund daran liegt vor allem in dem Umstand, da8 simmt- 
liche Chlorophyllderivate so stark das Licht absorbieren, daB 
nur sehr verdiinnte Lésungen angewandt werden kénnen, was 
natiirlich auf die Genauigkeit der Resultate nachteilig wirkt. 
AuBerdem kommen aber noch andere Umstinde in Betracht, 
die zu analysieren ich vorliufig unterlasse. Wir haben das 
Absorptionsvermégen der Phyllogen- und Phaophytinlésungen 
fiir nur wenige Lichtarten untersuchen kénnen, namlich fiir 
die orange, gelbe, griine und blaugriine Quecksilberlinie und 
fiir Natriumlicht. 

Wir gehen nun zur Besprechung der erhaltenen Resultate 
iiber. Zuniichst sei auf die Resultate friiherer Forscher, welche 
beim Studium sog. modifizierter Chlorophylle erhalten wurden, 
sowie auch auf das Absorptionsspektrum des Chlorophyllans 
hingewiesen. Die sog. modifizierten Chlorophylle zeigten im 
Gegensatz zu Chlorophyllausziigen, welche 4 Bander enthalten — 
5 Bander. Das Chlorophyllanspektrum wurde besonders von 
Tschirch') ausgiebig studiert; fiir eine ,,mittlere optische Kon- 
zentration“ in atherischer Lésung, wie sie Tschirch nennt, sind 
folgende Wellenlangen charakteristisch : 


Band I: 4—680—A640 
» Il: A—620—1590 


1) Le. 
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Band III: 
IV: 
V: 


i —- §70— 4 $60 
A — 550 — 1530 
A— 513 — i490 
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Die von uns nach der gewohnlichen Methode fiir Chloroform- 
lésungen des Phyllogens und Phiophytins aus Ahornblattern 
erhaltenen Resultate sind die folgenden. 

Phiophytin: Konzentration der Lésung 


Schichtendicke 10 mm. 


1 ecem = 0,0008 g. 


Prisma mit groBer Dispersion Prisma mit kleiner Dispersion 


Band I: 4690 —64l 2690 — 641 
II: £617 —6598,5 2619 — 601 

Ii: 4568.5 — 559,0 4568 — 559,5 

IV: 4545.5 — 532.0 2546 — 530,5 
V: A515 —496 2516 — 498 

Konzentration 1 ccm = 0.00015 g. 

Band I: 4688 — 648 2 686 — 648 
. Il: 4616—601 4614 — 602 
» III: 24568 — 560 4566 — 561 
IV: 14545 — 537 2543 — 538 
» WV: A£513— 498 4512 — 498 


In atherischer Lésung wurden ganz analoge Wellenlingen- 
werte erhalten. Aus den zahlreichen Messungen, die ausgefiihrt 
wurden, nehmen wir nur diejenigen heraus, die bei Konzentra- 
tionen erhalten wurden, die offenbar den von Willstatter 
eingehaltenen entsprachen. 


GréBere Dispersion Kleinere Dispersion 


Band I: 1683 — 647 4684 — 647 
II: 4612 — 600 4614 — 600 
III: 4563 — 556 2567 — 556 
IV: 14539— 531 4541 — 529 
» WV: A509— 494 4513 — 493 
Willstatter erhielt unter anderen folgende Wellenlingen: 
Band I: 4684 — 650 
II: 14619— 599 
Ill: 14569 — 556 
IV: 4538 — 528 


V: A511— 490 


” 
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Wie ersichtlich, sind die von dem Ziiricher Forscher er- 
haltenen Werte den unsrigen sehr nahestehend. Eine Differenz 
besteht jedoch in unseren Befunden, und zwar insofern, als 
es uns niemals gelang, einen so ausgepragten Schatten am 
dritten, auBerst schwachen Bande, an der dem Violett zuge- 
kehrten Seite zu entdecken. Dagegen zeigt das V. Band bei 
entsprechender Konzentration der atherischen Loésung zwei 
Dunkelheitsmaxima, von denen das dem Rot zugekehrte 
stirker ist. AuBerdem besitzt, wie die Photogramme zeigen, 
das Phiophytin ahnlich wie Phyllogen eine Reihe von Bandern 
hinter der F-Linie, die weiter unten besprochen werden. 

Das Phyllogen aus Ahornbliattern, in denselben Konzen- 
trationen untersucht, zeigt beim unmittelbaren Vergleich mit 
Phaophytinlésungen genau dasselbe Spektrum, und wir unter- 
lassen es daher, fiir das Phyllogen aus Ahornblattern die er- 
haltenen Werte hier anzufiihren. Die Ubereinstimmung wird 
aber evident sein, wenn man die unten angefiihrten Werte fiir 
Phyllogene aus anderen Pflanzen betrachtet. 

Phyllogen aus Akazienblattern. Konzentr. 1 cem == 0,00033 g. 
Schichtendicke 10 ccm. Lésungsmittel Chloroform. 


Kleine Dispersion GréBere Dispersion 


Band I 2 690—640 A 689—640 
scm A 623—596 A 621—596 
> aan A 570—562 4 569—561 
oe | A 549—531 2 547—531 
a i A 518—493 2 516—495 

Konzentration 1 ccm = 0,00025 

Band I A 687—644 2 687—643 
» Il A 619—597 A 617—597 
a ae 2 569—562 A 567—561 
oo = A 545—532 2 545—533 
i A 517—496 4 516—497 


Konzentration 1 ccm = 0,0001 (kleine Dispersion) 
Band I = 4: 682—648 


— 4 612—600 
» Il 2’ 567—563 
» IV Ad’ 544—536 
~ > A 514—501 
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Konzentr.: 1 eem == 0,00005 Konzentr.: 1 cem = ©,000025 

Band I 2 680—652 Band I h 677-657 
ae 2 6098—602 oe) kaum sichtbar 
< ma kaum sichtbar 3 a 


=a A 542—538 
soe 2 512—506 


» IVY A 5438—538 
a 4 513—506 





Konzentr.: 1 cem = 0,0000125 Konzentr.: 1 cem = 0,0000062 
Band I 2 671—658 Band I schwach sichtbar 
II, fu. 1V kaum sichtbar Maximum der Dunkelheit 
V 542—538 bei 4 667. 


Ganz analoge Werte wurden auch bei der Untersuchung 
des Phyllogens aus Ficus-Repens-Blittern, sodann aus Gras 
und Brennesselblattern erhalten. Geringe Unterschiede wie 
die, welche beim Vergleich obiger Werte mit denen fiir Phyllogen 
aus Ahornblittern erhaltenen zutage treten, werden natiirlich 
auch dort bemerkt, da ja die Phyllogene aus verschiedenen 
Pflanzen etwas voneinander abweichen. 

Beziiglich der Bander im starker gebrochenen Teil des 
Spektrums verweise ich auf die nichtvergréBerten Reproduk- 
tionen der erhaltenen Photogramme, welche jedoch natiirlich 
manche auBerst subtile Einzelheiten der Originale nicht wieder- 
geben kénnen. Auf Tafel 1 sind die Spektren zweier Phyllogene 
und eines Phaophytins in der Spektralregion von etwa 486,1 wu 
bis etwas tiber 334,1 uu wiedergegeben. Platte I zeigt das 
Spektrum des Phyllogens aus Ahornblattern, Platte II des 
Ahornblatterphaophytins und Platte III des Akazienphyllogens. 
Die Lésungen wurden in Chloroform hergestellt, die Konzentra- 
tion betrug bei der Aufnahme der Nummern 1, 2 und 3 in 
1 cem = 0,000012 g, und die Schichtendicke stieg von 5 mm 
auf 10 und endlich 15mm. Den Nummern 4, 5, 6 entsprechen 
Chloroformlésungen, deren Konzentration 0,000024 g pro 1 ccm 
betrug, und die Schichtendicke stieg von 10 mm auf 12,5 und 
15 mm. Eine auch nur oberflaichliche Betrachtung dieser 
Photographien iiberzeugt bereits sofort, daB die Spektren in 
allen Fallen identisch sind. Zuniachst bemerkt man ein Band, 
welches vor der Hg = 436 wu Linie liegt, sodann das dunkelste 
Band der ganzen Serie vor der Hg = 405 wu Linie, welcher 
ein Band hinter dieser Linie folgt. Dann kommt ein viertes 
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Band vor der Tripplette Hg = 366,3, 365,6, 360,0 und endlich 
eine Spur eines Bandes hinter dieser Liniengruppe auBer der 
Endabsorption die noch durch besondere Aufnahme unter An- 
wendung eines Fluoritprismas aufzulésen ist. 

Tafel 2 (Platte I und II) gibt Reproduktionen des Spek- 
trums des Ahornblatter-Phyllogens in Chloroformlésung im 
weniger gebrochenen Teil. Platte I wurde fiir eine Lésung 
von der Konzentration 1 ccm ==0,00015 g und bei Anwendung 
der Schichtendicken: 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, 15,0 mm erhalten. 
Platte II reprisentiert die Absorptionen zweier Lésungen, deren 
Konzentrationen 0,000024 resp. 0,000048 entspricht, bei An- 
wendung der Schichtendicken von 5,10 mm resp, 10 und 15 mm. 
Aufnahme 10 auf Platte II zeigt den Effekt weiBen Lichtes 
auf die Platte. Wie ersichtlich, zeigt die Platte Empfindlich- 
keitsminima im Griin und im Orange, die jedoch auf die 
Absorptionsspektra keinen merklichen Einflu8 haben. Zum 
Vergleich endlich wurde auf jede Platte das Linienspektrum 
des Heliums geworfen. 

Es zeigt sich also, da8 Phyllogen nicht weniger als zehn 
Absorptionsbinder im Spektrum verursacht. Inwieweit noch 
Absorptionen im auBersten Ultraviolett und im Infrarot in Frage 
kommen, hoffen wir spater entscheiden zu kénnen. 


Quantitative Absorptionsverhiltnisse der Phyllogen - Ather- 
Lésungen. 

Wie bereits erwihnt, haben wir auch einige Versuche iiber 
die quantitativen Absorptionsverhiltnisse der verschiedenen 
Phyllogene in atherischen Lésungen ausgefiihrt. Die erhaltenen 
Resultate sind nur als annahernd richtig zu betrachten, und 
zwar hauptsichlich aus dem Grunde, weil die uns vorlaufig 
zur Disposition stehenden Vorrichtungen es nicht erlaubten, 
Fehlerquellen ganz auszuschlieBen, welche, wenn auch scheinbar 
noch so geringfiigig, bei der auBerordentlichen Empfindlichkeit 
des Kénig-Martenschen Apparates schwer ins Gewicht fallen. 
Infolge der starken Absorptionen der Phyllogenlésungen muBten 
zudem duBerst verdiinnte Lésungen in Anwendung kommen 
und bereits dieser Umstand mu8 auf die Genauigkeit der 
Resultate nachteilig wirken. Zur Berechnung der Extinktions- 
koeffizienten fiir orange, gelbe, griine und blaue Strahlen konn- 
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ten nur Lésungen angewandt werden, welche im Liter 0,0025 g 


Phyllogen enthielten. 


Bei anderen Konzentrationen waren die 


Winkel fiir die Mehrzahl der Wellenlangen gréBer als 90°, und 
wir miissen uns daher begniigen, fiir solche Lésungen nur die 
Differenzen a,—a, anzufiihren. Diese Werte wurden auch be- 
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nutzt, um die Kurventafel (Fig. 1) zu zeichnen. Um Beobachtungs- 


fehler médglichst auszuschliefen, wurden die Ablesungen der 
Winkel immer von zwei Beobachtern besorgt, derartig, dab 


zwei Ablesungen fiir eine Wellenlange von einem, die dritte 


Ablesung von dem zweiten geschah. Bei der folgenden Wellen- 


linge geschah dies umgekehrt. Der Vorgang wird durch das 


folgende Beispiel erliutert: 


Phyllogen aus Ficus Repens, Konzentr. 1 com — 0,000025 g. 
b I 


Lichtquellle: Griine Linie der Quarzquecksilberlampe. 























Schulzscher Kérper rechts 40,4° 138.5 220.4 318.0 Beob. I 
406° 138.8 2202 318.5 Beob. I 
40,79 139.0 220.6 318.7 Beob. IT 
Mittel 40,57 138,77 220,40 — 318,40 
180.00 220.57 180,00 400 40 
220.57 81.80 400.4 82.00 
1. 81.80 
2. 82,00 
Mittel 81,9 — a, 
Schulzscher Korper links 32,6 147.7 212.3 326.9 Beob. II 
32,5 147.3 212,2 327.0 Beob. II 
33.0 147,5 213,2 327,5 Beob. I 
Mittel 32,70 —147,50 21257 —327,13 
180,00 212,70 180,00 392.57 
212,70 65,20 392,57 65.44 
1. 65,20 
2. 65,44 
Mittel 65,32°— x, 


Die 





Tabellen zusammengestellt : 


Konzentr.: 1 cem = 0,0001 g. 


in dieser Art erhaltenen Werte sind in folgenden 





Phyllogen aus Ficus 
ae 
Phyllogena.Akazien- 
blattern . hs 
Phyllogen a. Ahorn- 
blattern ‘ 


Natrium-Licht 


Ay | Be | Xy-ay 


97,08 52,30 44,78 
195,72 53,73 41,99 





Gelbes Hg-Licht 


Hy Aq | Xy-Aq 


93,80 64,00) 29,80 
92.25 64,83) 27,42 





95,63 62,11) 33,52 





Griines Hg-Licht 


Ly | Aq | Xy-y 


108,09 48,65 59.44 
105,47 50,30 55,17 


109,27 48,20, 61,07 
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nutzt, um die Kurventafel (Fig. 1) zu zeichnen. Um Beobachtungs- 
wurden die Ablesungen der 


fehler mdglichst 


Winkel immer von zwei Beobachtern besorgt, 
zwei Ablesungen fiir eine Wellenlinge von einem, 


Ablesung von dem zweiten geschah. Bei der folgenden Wellen- 


auszuschlieBen, 


lange geschah dies umgekehrt. 


folgende Beispiel erliutert: 


derartig, daB 
die dritte 


Der Vorgang wird durch das 


Phyllogen aus Ficus Repens, Konzentr. 1 com = 0,000025 g. 


Lichtquellle : 


Schulzscher K6rper rechts 


Griine Linie der Quarzquecksilberlampe. 








Schulzscher Kérper links 














40,49 138.5 220.4 318,0 Beob. I 
40,6° 138.8 2202 318.5 Beob. I 
40.7° 139,0 220,6 318.7 Beob. IT 
Mittel 40,57 —138,77 22040 —318,40 
180,00 220.57 180,00 40040 
220,57 81.80 4004 82,00 
1. 81,80 
2. 82.00 
Mittel 81,9 = a, 
32,6 147,7 212.3 326.9 Beob. II 
32,5 147,3 212,2 327,0 Beob. II 
33.0 147,5 213,2 327,5 Beob. I 
Mittel 32,70 —147,50 21257 —327,13 
180,00 212,70 180.00 392.57 
212,70 65,20 392.57 65,44 


1. 65,20 
2. 65,44 





Mittel 


65,32 ° 


Xe 





Die in dieser Art erhaltenen Werte sind in folgenden 


Tabellen zusammengestellt : 


Konzentr.: 


1 ccm = 


= 0,0001 g. 





“oe aus Ficus| 


Phyllogena. Akazien- 
blattern . 
Phyllogen a. Ahorn- 
blattern , 


Natrium-Licht 


A | A, 


X1-X3 


97,08 52,30 44,78 
95,72 53,73 41,99 


98,12 50,75 47,37 








Gelbes Hg-Licht 
Hy | Ag | Hy-Ay 


| 
93,80 64,00 29,80 


92,25 64.83 27,42 


95,63 62,11! 33,52 





Griines Hg-Licht 


ay Aq | Ay-Ag 


108,09 48,65 59,44 
105,47 50,30 55,17 


109,27'48,20, 61,07 
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Die Werte der letzten Tabelle sind auf der Kurventafel 
(Fig. 2) graphisch verwertet, wobei die e-Werte auf der Ordinaten- 
achse die Wellenlangen, in uu ausgedriickt, auf der Abszissen- 
achse eingetragen wurden. Es fillt auf, da® bei der geringsten 
Konzentration die Absorptionen mit einer Ausnahme (im Orange) 
des Akazienphyllogens etwas stirker sind als des Ficus-Repens- 


Phyllogens, wahrend bei starkeren Konzentrationen das Um- 
gekehrte konstatiert wurde, wie dies von der ersten Kurven- 
tafel veranschaulicht wird. Der Grund hiervon mag in einem 
experimentellen Fehler liegen, oder aber auch darin, daB Akazien- 
phyllogen, wie oben ausgefiihrt, etwas Phyllocyanin beigemengt 
zu enthalten scheint. Jedenfalls zeigen jedoch die obigen 
Messungen, daB bei den untersuchten Phyllogenen die Absorptions- 
verhaltnisse, wenigstens fiir die oben erwahnten Lichtwellen, 
durchaus analog sind, was auf Grund der spektroskopischen 
Messungen eben zu erwarten war. Wir hielten es fiir nicht der 
Miihe wert, diese colorimetrische Methode auf ein Chloro- 
phyliderivat, wie Phyllogen oder Phiophytin, weiter auszudehnen, 
beabsichtigen dies jedoch bei vollkommen einheitlichen Chloro- 
phyliderivaten zu tun. 


Komplexe Metallsalze des Phyllogens. 


Phyllogen besitzt die Eigenschaft, wie alle bis jetzt von 
Tschirch, Schunck, E. Schunck und mir und spater von 
Willstatter und anderen Forschern des Chlorophylls unter- 
suchten Derivate des Chlorophylls bzw. der Chlorophylle, welche 
noch nicht zu weit abgebaut sind, mit Metallsalzen in Ver- 
bindung zu treten, deren Stabilitat jedoch von der Natur des 
Metalls und der Saure abhingt. Die Kupfersalze sind in der 
Regel die stabilsten. 

Diese Eigenschaft steht wahrscheinlich mit dem Pyrrol- 
komplex (bzw. Pyrrolbildenden-Komplex) des Chlorophylls in 
Beziehung, denn es fallt auf, da Hamopyrrolazoderivate eben- 
falls zur Bildung von komplexen Metallsalzen geneigt sind, wie 
dies der eine von uns mit Goldman und Hetper’) gezeigt 
hat, und was demnichst noch naher auseinander gesetzt wird. 


le. 
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Die betreffenden Verbindungen werden leicht erhalten, in- 
dem man die essigsaure Phyllogenlésung mit der betreffenden 
Metallsalzlésung vermischt und kurze Zeit erwarmt. Das Er- 
warmen ist allerdings nicht in allen Fallen notwendig. Die Re- 
aktion ist sofort an der eintretenden Farbenainderung zu er- 
kennen. Die urspriinglich olivbraune Farbe des Phyllogens wird 
unter dem Einflu8 der Metallsalze griin bzw. blaugriin, und 
je nach der Natur des Metalles wird eine fluoreszierende oder 
nicht fluoreszierende Lésung erhalten. Das Spektrum unter- 
liegt dabei sehr wesentlichen Modifikationen. 

Besonders interessant sind die Verbindungen, welche aus 
einigen Chlorophyliderivaten entstehen, wenn man ihre alkoho- 
lischen Lésungen mit Zinkhydrat (frisch gefallt) mischt und in 
die warme Lésung einen Kohlensdurestrom einleitet. Die Re- 
aktion wurde von E. Schunck beim Phyllocyanin entdeckt; 
wir fanden, daB Phyllogen ganz analog reagiert ebenso wie 
Phylloxanthin, woriiber spater berichtet werden wird. 

Die erwahnte Verbindung des Phyllogens (hierzu wurde 
Ahornblatter-Phyllogen benutzt) wird erhalten, indem die alkoho- 
lische Losung desselben zunachst bei Siedehitze mit frisch ge- 
falltem, gut ausgewaschenem Zn(OH), versetzt wird und sodann 
eine Zeitlang kochend mit Kohlensiure behandelt wird. Nach 
einiger Zeit wird das GefiB vom Wasserbade entfernt und, 
ohne den Kohlensaéurestrom zu unterbrechen, erkalten gelassen. 
Sodann wird wiederum auf dem Wasserbade erwarmt, im 
Kohlensaurestrom erkalten gelassen und diese Prozedur noch 
einmal wiederholt. Die Lange der Kohlensaureeinwirkung hangt 
von der Menge des in Arbeit genommenen Phyllogens ab und 
mu8 nach dieser geregelt werden. Die Lésung wird filtriert, 
die gréBte Menge abdestilliert, Wasser zugefiigt und das in 
griinen Flocken abgeschiedene Salz mit Ather extrahiert. Der 
groBte Teil der Flocken lést sich dabei leicht mit prachtig 
griiner Farbe. Die Lésung zeigt starke rote Fluorescenz. Nach 
dem Eindampfen des Athers hinterbleibt eine dunkel-griinblaue 
Masse, die auch nach monatelangem Verweilen im Exsiccator 
im Vakuum iiber Schwefelsiure nicht spréde wird, was natiir- 
lich die Méglichkeit nicht ausschlieBt, daB Phyllogene anderer 
Pflanzen ein gefalligeres Produkt liefern werden. Das bis zur 


Gewichtssubstanz getrocknete Priparat wurde in Ather gelost 
Biochemische Zeitschrift Band X. ll 
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und bei Anwendung einer Schichtendicke von 10 mm bei ver- 
schiedenen Konzentrationen spektroskopisch untersucht. 


Konzentr. l ceem == 0,005 Konzentr. 1 cem = 0,00033 


Band Iu. II 4 687—590 4 682—592 
a A 582—554 2 578—555 
IV 2 539—514 A 536—514 
Konzentr. 1 com = 0,0002 Konzentr. 1 com = 0,0001 
Band I 2 672—625 2 666—641 
II 2 614—594 A 611—602 
» 4 572—554 A 569—557 
. a 2 5381—513 A 526—515 
Konzentr. 1 cem = 0,00005. Konzentr. 1 cem = 0,000025 
Band I A 662—644 Band I 659—650 
Li 4 609—604 Absorptionsmaximum 655. 
III A 571—558 
IV kaum sichtbar 


Mit Zinkazetat und Kupferazetat reagiert Phyllogen in essig- 
saurer Lésung leicht. Die Reaktionsfahigkeit mit ersterem Salze 
bildet ibrigens kein unterscheidendes Merkmal von Phylloxanthin. 
Es hat sich nimlich entgegen der Angabe von Schunck gezeigt, 
daB Phylloxanthin, wenn auch langsam, mit Zinkazetat reagiert 
und dabei eine Verbindung liefert, welche durch Mineralsaiure 
leicht zersetzt wird, unter Regenerierung des Phylloxanthins. 

Die Zink und Kupferverbindungen des Phyllogens unter- 
scheiden sich auffallend in bezug auf Fluoreszenz. Wahrend erstere 
in atherischer Lésung sehr schén fluoresziert, zeigt das Kupfersalz 
keine Fluoreszenz. Die Darstellung dieser Verbindung ist ganz 
einfach; die essigsaure Lésung des Phyllogens wird mit dem 
Azetat schwach erwarmt und sodann mit Wasser stark ver- 
diinnt. Durch Ather wird dann die komplexe Verbindung ent- 
zogen und eventuell durch Verdampfen des Lésungsmittels im 
festen Zustande gewonnen. In _ spektroskopischer Beziehung 
unterscheiden sich diese Verbindungen sehr auffallend von der 
oben beschriebenen Zink-Kohlenséureverbindung. Das erste 
charakteristische Band im Rot unterleidet namlich bei weit- 
gehender Verdiinnung eine Teilung in zwei Bander. Eine 
konzentrirte atherische Lésung der Zinkazetat-Verbindung des 


Akazienblatter-Phyllogens gab folgende Wellenlingenwerte: 
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Band I 4 677—622 Band III 24 570—555 
» Il 4 613—597 » IV 4 5380—516 
Die obige Lésung gab nach dem Verdiinnen mit dem 
gleichen Volum Ather: 
Band I 4 672—629 Band III 4 568—556 
» II 4&4 611—601 » IV A 528—8519 
Beim Verdiinnen mit dem dreifachen Volum entsteht eine 
Lésung mit folgenden Bandern: 
Band I 4 6$66—635 Band III 4 565—557 
» IL A 610—603 » LV kaum sichtbar. 





Verdiinnung mit dem siebenfachen Athervolum erzeugte 
eine Lésung, in welchem die Bander II, III, IV kaum sichtbar 
und daher schwer zu messen sind, wihrend das erstere Band 
geteilt wird. Die erscheinenden Bander sind durch folgende 
Wellenlangen charakterisiert: 

Band Ia 2 662—651, Band Ib 2 646—634. 

Ersteres ist intensiver als das zweite. Verdiinnung mit 
dem fiinfzehnfachen Athervolum gab endlich eine Lésung, in 
welcher Band I zwar noch meBbar ist, aber sehr matt erscheint. 
Die Lage der beiden Bander entspricht jetzt: 

Band Ia 2 660—654 Band Ib 1 644—634. 

Die Kupferverbindung hat ein analoges Spektrum, nur sind 
die Bander im Vergleich mit denjenigen der Zinkverbindung 
etwas nach dem blauen Ende des Spektrums hin verschoben: 


Band I & 664—613 Band III 4 559—541 
» IL & 605—595 » IV A 520—496 
Verdiinnung 1:1 
Band I £4 663—618 Band III 4 556—543 
- Il A 603—596 a IV A 515—498 
Verdiinnung 1:3 
Band Ia / 655—641 Band III u. IV sind sehr 
» Ib 4 633—622 matt und schwer zu messen. 


» IL A 602—596 


Verdiinnung 1:7 
Band Ia A 654—644 
» Ib A 680—623 
die iibrigen Bander sind nahezu verschwunden. 
a3° 
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Endlich sei erwahnt, da8 das Phaophytin und das Chloro- 
phyllan sich ganz analog verhalten, es ware daher iiberfliissig die 
verschiedenen Messungen der entsprechenden Praparate hier im 
Detail zu beschreiben. 


Vergleich des Chlorophylians mit Phylloxanthin, 


E. Schunck hatte beilaufig die Vermutung ausgesprochen, 
da8 Chlorophyllan und Hypochlorin vielleicht. mit dem Phylloxan- 
thin identisch seien. In der Tat laBt sich eine gewisse Ahnlichkeit 
beider Produkte bemerken, wenn man das Chlorophyllan mit 
nicht geniigend gereinigtem Phylloxanthin vergleicht. Eine 
nahere Priifung dieser Substanzen zeigt jedoch, da8 sie grund- 
verschieden sind. Obwohl wir die Absicht haben, dem Phyllo- 
xanthin erst spiater eine ausfiihrliche Publikation zu widmen, 
so sei hier um die oben berihrte Frage endgiiltig zu erledigen 
auf die markantesten Unterschiede, welche zwischen beiden 
Substanzen bestehen, hingewiesen. 

Zunichst ist hervorzuheben, da®8 Chlorophyllan in der 
Regel eine Substanz darstellt, welche wachsartige Konsistenz 
besitzt, waihrend Phylloxanthin zwar bis jetzt noch nicht kri- 
stallisiert erhalten wurde, aber doch in Form eines blau- 
schwarzen Produktes, welches sich leicht pulverisieren l4Bt. 
Der Stickstoffgehalt des Phylloxanthins ist bedeutend hdher als 
der des Chlorophyllans. 

Wahrend die Lésungen des Chlorophyllans olivbraun ge- 
firbt sind, sind die des Phylloxanthins, in dickeren Schichten 
beobachtet, mehr rotbraun. Erstere zeigen im weniger ge- 
brochenen Teil des Spektrums fiinf Bander, letztere zwar auch 
fiinf aber ihre Lage ist eine ganz andere. Man vergleiche die 
Reproduktionen des Spektrums des Phyllogens auf Tafel 2, 
welches gleichzeitig das Spektrum des Chlorophyllans illustriert 
mit den Reproduktionen des Phylloxanthinspektrums, welches 
unserer Arbeit im BIl. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1908, 
Heft 4 beigefiigt ist. Die letzteren Reproduktionen zeigen 
auch, daB von dem sog. zweiten Tswettschen Band keine Spur 
vorhanden ist, wie dies der eine von uns an dieser Stelle’) 
bereits hervorhob. Hingegen tritt ein Band ungefahr auf der 


1) 5, 344, 1907; 7, 282, 1907. 
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Hey;-Linie auf, welches wie gern hervorgehoben werden mag, 
zuerst von Tswett') beobachtet wurde. Das vierte Band des 
Phylloxanthins zeigt auBerdem, wie bereits betont?), iiberein- 
stimmend mit Tswetts Beobachtung zwei Dunkelheitsmaxima. 
Ebenso sind die Unterschiede in den Absorptionsverhiltnissen 
beider Produkte im starker gebrochenen Spektrumteil bedeutend. 
Chlorophyllan zeigt dort genau wie Phyllogen fiinf Bander, 
wahrend Phylloxanthin nur drei zeigt, von welcher die zwei 
weniger gebrochenen bereits von C. A. Schunck*) beobachtet 
wurden. 

Die Fahigkeit, komplexe Salze mit Salzen schwerer Metalle 
zu bilden, besitzen beide Produkte in gleichem Mabe.  Be- 
sonders hervorgehoben mu werden, daB Phylloxanthin 
auch mit Zinkazetat eine komplexe Verbindung_liefert. 
Dieselbe verursacht in atherischer Lésung untersucht zwei Bander 
im starker gebrochenen Spektrumteil (vgl. Tafel 3, I u. II). 


SchluBwort. 


Die vorliegende Arbeit liefert, wie wir glauben, nicht ab- 
zuweisende Griinde fiir die Behauptung, daB Chlorophyll, 
Phaophytin und Phyllogen identische Substanzen sind. Die 
beiden letzterwahnten Kérper, welche aus dem Chlorophyll 
durch Saurewirkung bei niedriger Temperatur erhalten werden, 
enthalten in der Regel kein Phyllocyanin, bzw. keine Abbau- 
produkte der Chlorophylle, welche den atherischen Lésungen 
durch 15°/, Salzsiure entzogen werden. Es gibt jedoch Phaiophy- 
tine, bzw. Phyllogene, wie dasjenige der Akazienblatter, welche 
geringe Mengen solcher starker basischen Produkte enthalten; es 
ist aber auch nicht ausgeschlossen, daB eine Saure von der ge- 
nannten Konzentration auf die Phaiophytine bzw. Phyllogene 
derartige Pflanzen bereits zersetzend wirkt und zur Bildung 
des Phyllocyanins fiihrt. Chlorophyllan wird bei héherer Tem- 
peratur erhalten und kann demnach bereits infolge der energi- 
schen Wirkung der Pflanzensdure Zersetzungsprodukte enthalten. 
Durch die Entdeckung solcher Phyllogene, welche 15°/, Saure 








1) Diese Zeitschrift 5, 6, 1907. 
2) Marchlewski, Diese Zeitschrift 7, 282, 1907. 
3) Pise. Roy. Society 63, 389, 1898. 
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gegeniiber sich analog verhalten wie Chlorophyllan, wird der 
prinzipielle Unterschied zwischen beiden Korperreihen beseitigt, 
um so mehr, als es gelang ein genuines Chlorophyllan durch ent- 
sprechende Reinigung von dem basischen Bestandteil zu _ be- 
freen. In der Regel wird aber Phyllogen einheitlicher sein 
als Chlorophyllan. Da jedoch dem Phyllogen ebensowenig wie 
dem Phaophytin absolute Einheitlichkeit zugesprochen werden 
kann, so halte ich es fiir durchaus verfehlt, fiir die aus Chloro- 
phyll bei gelinder Saéurewirkung entstehenden Produkte neue 
Namen einzufiihren, da hierdurch, wie Kayser sehr richtig 
bemerkt, unnétige Konfusion geférdert wird. Auf der Bild- 
fliche der Chlorophyllforschung tauchten die besprochenen Sub- 
stanzen in folgender chronologischer Reihenfolge auf: Chloro- 
phyllan, Phyllogen und Phaophytin, und ich glaube, nur gerecht 
zu handeln, indem ich vorschlage, die beiden letzterwahnten 
Namen fallen zu lassen und nur den von Hoppe-Seyler ur- 
spriinglich vorgeschlagenen Namen _,,Chlorophyllan‘‘ beizube- 
halten. Fiir die einheitlichen Saureumwandlungsprodukte der 
beiden verbreitesten Chlorophylle kénnten dann entweder die 
von Tswett bereits vorgeschlagenen Bezeichnungen Chloro- 
phyllan a und Chlorophyllan / akzeptiert werden, oder, falls 
man sich entschlieBt, das Phytolfreie Chlorophyll -Allochloro- 
phyll') zu bezeichnen, die Namen Chlorophyllan und Allo- 
chlorophyllan benutzt werden. 

Endlich mag noch darauf speziell hingewiesen werden, dab 
auf Grund der vorliegenden Untersuchung die Lezithinkonzeption 
des Chlorophyllans endgiiltig fallen gelassen werden muB. 


1) Siehe meine zit. Monographie. 
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Beitrige zur Kenntnis des Knochenmarkes. 
Von 


Dr. med. et phil. Joseph Nerking. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Institutes fiir experimentelle 
Therapie zu Diisseldorf; Direktor: Professor Dr. H. Wendelstadt.) 


(Eingegangen am 30. Marz 1908.) 


Bei der Wichtigkeit des Knochenmarkes als blutbildendes 
Organ muB es auffallend erscheinen, daB verhaltnismaBig wenig 
Forscher sich mit der genauen Ermittlung der chemischen Zu- 
sammensetzung des gesamten Knochenmarkes beschiftigt haben. 
Gorup-Besanez schreibt in seinem Lehrbuch der physio- 
logischen Chemie: ,,Das Fett der Knochen ist ebensowenig 
wie das Knochenmark naher studiert. Das Knochenmark be- 
steht vorwiegend ebenfalls aus Fett (an 96°/, nach einer Ana- 
lyse von Berzelius), enthalt aber auBberdem Bindegewebe, in 
welchem das Fett eingeschlossen ist, und GefaiBe. Wasser zieht 
aus dem Knochenmark Materien aus, welche mit denjenigen 
iibereinstimmen, die kaltes Wasser aus Ochsenfleisch aufnimmt 
(Berzelius). Diese Angaben beziehen sich zunachst auf das 
blaBgelbe ziemlich konsistente Mark der Roéhrenknochen; die 
die Zellenréume der spongidsen Knochen ausfiillende Masse ist 
weich, halbfliissig und meist von rétlicher oder vollig roter 
Farbe. Diese Substanz enthalt Albumin und neben den nicht 
naher charakterisierten extraktartigen Materien eine freie orga- 
nische Saure (Berzelius); ob diese Séiure wirklich, wie Berze- 
lius annahm, Milchsaéure ist, ware erst zu ermitteln, doch ist 
es nicht unwahrscheinlich.‘‘ 

Liebermann sagt in seiner Chemie des Menschen iiber 
das Knochenmark: ,,Die Markhéhle der Knochen, sowie die 
Hohlraume der spongiésen Epiphysen enthalten in Bindgewebe 





| 
| 
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eingeschlossenes, ziemlich fliissiges, an Olséure reiches Fett (ge- 
nauer ist das Knochenmark noch nicht untersucht), ferner 
Albumin, Hypoxanthin, Cholesterin. und Extraktivstoffe. Von 
hoher Bedeutung ist der groBe Gehalt an Eisen. Nasse (Malys 
Jahresbericht fiir Tierchemie 1877) hat eisenhaltige Korner aus 
Eisen und organischer Materie bestehend gefunden und gibt an, 
das Blutrot des Knochenmarkes enthalte mehr Eisen als dem 
colorimetrisch bestimmten Hamoglobin entspriache. Neumeister 
erwahnt in seinem Lehrbuch der physiologischen Chemie, daB 
das Knochenmark simtliche Bestandteile der roten und weiBen 
Blutkérperchen, namentlich Globuline und Nucleoalbumine ent- 
halte, ferner Milchsiure und Hypoxanthin; auBerdem erwahnt 
auch er dann im roten Knochenmark eigentiimliche eisenhaltige 
Verbindungen, die wahrscheinlich Nucleoalbumine und Eisen- 
albuminate sind und zur Bildung und Zersetzung des Hamo- 
globins in Beziehung stehen diirften. Die Zusammensetzung 
des aus dem Rindermark gewonnenen Fettsaiuregemisches gibt 
Neumeister nach Mohr als bestehend aus 63°/, Olsdure, 
22°/, Palmitinséure und 10°/, Stearinsiure an. Hammarsten 
endlich schreibt in der neusten Auflage seines Lehrbuches der 
physiologischen Chemie, das gelbe Knochenmark enthalte iiber- 
wiegend aus Olein, Palmitin und Stearin bestehendes Fett; im 
roten Knochenmark findet man Eiwei®stoffe, bestehend aus 
einem bei 47—50° C gerinnenden Globulin und einem Nucleo- 
proteid mit 1,6°/, Phosphor nebst Spuren von Albumin und 
auBerdem Extraktivstoffe, wie Milchséure, Hypoxanthin und 
Cholesterin, meist aber Stoffe unbekannter Art. 

Zink hat die Fette verschiedener Knochenmarkssorten unter- 
sucht, die Dichte, Schmelz- und Erstarrungspunkte der Fette 
und der daraus abgeschiedenen Siauren, die Jodzahlen, Ver- 
seifungszahlen, Séurezahlen, Reichert-MeiBl- und Acetyl- 
zahlen ermittelt und festgestellt, daB die Knochenmarksfette 
sich von dem iibrigen Kérperfett desselben Tieres durch eine 
betriichtlich héhere Acetylzahl unterscheiden. Eylert wollte 
in dem Knochenmark von Ochsen eine neue bei 72,5° C 
schmelzende Saéure von der Formel C,,H,,0,, gefunden haben 
und hat sie Markséiure genannt. Mohr wies nach, daB diese 
Marksaure nichts anderes war als Stearinsaure. 

Uber die EiweiSstoffe des roten Knochenmarks liegen die 
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ersten Arbeiten vor von Forrest und Halliburton. Uber 
die Extraktivstoffe des Knochenmarks berichten E. Salkowski, 
dann Heymann und spater noch Salomon. 

Bang konnte bei seinen Untersuchungen iiber das Vor- 
kommen von Nucleoproteiden in lymphatischen Organen in 
Knochenmark kein Nucleohiston nachweisen. Wohlgemuth 
wies in einer Anzahl menschlicher Knochenmarke Albumosen, 
und zwar vorzugsweise Deuteroalbumosen nach und beschrieb 
auBerdem das Vorkommen eines Nucleoproteids im wiasserigen 
Extrakt des Knochemarks, aus dem er es durch Anséuren mit 
Essigsiure gewann; der Kérper gibt schwach Orcinsalzsaure- 
reaktion und enthalt 1,78°/, Phosphor. Orville Harry Brown 
und Charles Claude Guthrie fanden im Mark der Réhren- 
knochen von Hunden und Ochsen eine Substanz, die, mit Koch- 
salzlésung gemischt, Hunden intravenés injiziert, den Blutdruck 
erniedrigt; die Ursache der Blutdruckerniedrigung, die nach der 
Injektion eintritt, ohne die Herztatigkeit zu verandern, ist 
wahrscheinlich eine GefaSerweiterung; diese Substanz wirkt an- 
regend auf die Respiration und wird durch Kochen nicht zer- 
stért. Spiater haben dann Orville Harry Brown und Don 
R. Joseph mehrere Substanzen im Knochenmark beschrieben, 
von denen die einen den Blutdruck erhéhen, die anderen er- 
niedrigen; beide Arten werden erhalten durch Extraktion von 
Knochenmark bei 45° C mit 0,9°/, Kochsalzlésung; die blut- 
drucksteigernde Substanz ist unlédslich in Glycerin, nur teilweise 
léslich in Alkohol, bzw. wird von diesen Agenzien teilweise zer- 
stért; die blutdruckherabsetzende Substanz dagegen ist ldéslich 
in Glycerin und Alkohol. 

Schumm wies nach, daB leukaémisches Knochenmark der 
Autolyse fahig ist und dabei besonders Leucin und Tryptophan 
auftreten. Paul Th. Miller wies nach, daB das Knochen- 
marksextrakt bei Tieren, die wochenlang mit Bakterien ver- 
schiedenster Art vorbehandelt waren, eine deutliche Steigerung 
des GesamteiweiBgehaltes zeigt, und zwar sind Albumine und 
Globuline nur wenig, auBerordentlich aber das Fibrinogen ver- 
mehrt, und zwar besonders bei Typhus-, Streptocokken- und 
namentlich bei Eiterstaphylocokkentieren; diese EiweiBvermeh- 
rung erfolgt durch die bei jeder Infektion zu beobachtende 
Umwandlung von Fettmark in rotes lymphoides Mark, d. h. 
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durch Ubergang fettreicher in eiweiBreiche Zellen. Aus dem 
Blute des Knochenmarkes stammt das neugebildete Fibrinogen 
nicht, ebensowenig entsteht es durch einfache Zunahme der 
fibrinogenhaltigen Protoplasmaelemente, da in diesem Falle eine 
Steigerung des Gesamteiweibes proportional gehen miiBte. Die 
Fibrinogenbildung erfolgt vielmehr im Knochenmarke selbst und 
wird durch die Immunisierung gesteigert. Uber das Vorkommen 
und die Menge des Lecithins im Knochenmark liegen dann 
noch zwei neuere Arbeiten vor von Glikin und Otolski. 

Als Gesamtzusammensetzung des Knochenmarkes_ gibt 
Konig (Nahrungs- und GenuBmittel) an: 


Wasser Stickstoffsubstanz ‘ett Asche 
Z 3,49°/,, 1,30°/, 92,53°/, 2,78°/, 
2. 5,82°/, 5,04°/, 87,74°/, 1,74°/, 


Kénig unterscheidet nicht zwischen rotem und gelbem 
Knochenmark, so da8 man annehmen muB, es handele sich bei 
dieser Analyse um eine Mischung. 

Zu meinen Untersuchungen habe ich das Mark von Rinder- 
knochen verwandt, das vom Metzger bezogen wurde; die 
Knochen wurden mir nicht aufgeschlagen geliefert; sie wurden 
unter Umgehung von eisernen Instrumenten geéffnet, das Mark 
mit Platin- oder Nickelspatel herausgenommen ; rotes und gelbes 
Knochenmark wurden, soweit dies méglich, getrennt. Ferner 
trug ich Sorge, die feinen Knochenbalkchen der Epiphysen so 
weit wie irgend médglich zu entfernen. Das Mark wurde so- 
dann im Porzellanmoérser langere Zeit tiichtig durchgeknetet 
und zerrieben, um eine méglichst homogene Masse zu erhalten, 
die zu _ weiterer Verarbeitung und Untersuchung geeignet 
erschien. 

Das gelbe Knochenmark war halbfliissig, das sog. rote 
Mark von festerer, mehr salbenartiger Konsistenz und nur schwach 


rotlich gefarbt. 


I, Bestimmung des H,0-Gehaltes, 


Der Wassergehalt des Markes wurde in der Weise be- 
stimmt, daB eine gewogene Menge des Marks entweder fiir sich 
oder nach vorherigem Schmelzen aufgesaugt von reinem ge- 
waschenem und gegliihtem Seesand zuerst 6 Stunden bei 60 bis 
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75° C, dann 2h bei 100°C getrocknet wurde; danach wurde 
gewogen und weiter bei 100°C bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Ich fand so 


fiir rotes Mark: 1. 3,23°/, 
2. 4,11°/, 
3. 8,17°/, 
fiir gelbes Mark: 1. 3,46°/, 
2. 3,81°/, 
Frankel gibt fiir den Wassergehalt des Markes an: 
fiir rotes Mark: 67,42°/, 
ohne Angabe, von wem die Analyse stammt und von welchem 
Tiere das Mark herriihrt ; fiir gelbes Mark wird keine Zahl an- 
gegeben. Im Mittel wiirde sich bei meinen Analysen ergeben 
fiir rotes Mark: 5,17°/, 
fiir gelbes Mark: 3,63°/, 
Zahlen, die sich denen von Konig gefundenen sehr nahern ; 
offenbar schwankt der Wassergehalt in ziemlichen Grenzen, 
doch scheint mir der Wert Frankels entschieden zu hoch. 





II, Aschenbestimmung. 


Dieselbe wurde entweder so vorgenommen, daB8 etwa 10 g 
Mark direkt vorsichtig ohne oder mit Zusatz von Soda und 
Salpeter in gewogener Menge im Platintiegel verascht wurden ; 
ein anderes Mal wurde das Mark mit Ather erschdpft, der 
aitherische Riickstand verascht. Es ergaben: 

1. 10,00 g Mark direkt verascht: 
0,011 g = 0,11°/, 
10,00 g Mark mit Soda und Salpeter verascht: 
0,012 g = 0,12°/, 
3. 10,00 g Mark direkt verascht : 
0,0115 g = 0,115°/, 


bo 


4. 125 g Mark mit Ather erschépft, nicht atherloslich waren: 
1,623 g, davon Asche: 
0,2248 g = 0,169°/,. 
Das Mittel aus vier Analysen: 
0,128°/,. 
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In Kénigs Analysen finden wir als Asche 1,74°/,; Frankel 
gibt als Salzbestandteile an: 2,34°/, lésliche, 0,66°/, unldsliche 
Salze, insgesamt 3°/,. Meine betrachtlich niedrigeren Zahlen 
fiir die Aschenwerte lassen sich wohl daraus erklaren, daB ich 
bemiht war, sorgfaltig die kleinen Knochenbilkchen der Epi- 
physen, die auch bei groBer Aufmerksamkeit leicht mit in den 
Knochenmarksbrei geraten, auszulesen und zu entfernen. 


IlI. Bestimmung des wasserléslichen Anteils im 
Knochenmark, 


I. Versuch. 300 g rotes im Mérser gut durchmischtes 
Knochenmark wurden mit etwa 600 ccm kaltem destilliertem 
Wasser 24 Stunden in der Kialte ausgezogen, dann filtriert, das 
Filtrat in einer Nickelschale verdunstet, getrocknet und ge- 
wogen ; es hinterblieben 2,697 g. Das mit kaltem Wasser er- 
schépfte Mark wurde nun mit heiBem destilliertem Wasser 
6 Stunden behandelt, filtriert, Filtrat wiederum verdunstet ge- 
trocknet und gewogen; diesmal wog der Riickstand 1,5 g; 
insgesamt waren also durch das Wasser aus dem Mark ausge- 
zogen: 4,197 g = 1,399°/,. 

II. Versuch. 50g rotes Knochenmark mit 200 ccm kaltem 
destilliertem Wasser ausgezogen ergaben 0,442 g; danach 
6 Stunden mit heiBem Wasser extrahiert, der Extrakt wog: 
0,081 g, insgesamt also: 

0,523 g = 1,046°/,. 

50 g gelbes Knochenmark ebenso behandelt ergaben kalt : 
0,353 g, hei® 0,035 g, insgesamt 0,388 g = 0,776°/,. 

100 g gelbes Knochenmark mit Wasser, erst kalt, dann 
heiB behandelt, ergaben insgesamt 0,9 g = 0,9°/,. 

III. Versuch. 500g rotes Knochenmark, kalt mit Wasser 
ausgezogen, lieferten 3,820 g Extrakt, bei der darauffolgenden 
heiBen Behandlung 2,150 g Extrakt, insgesamt also: 5,97 g = 
1,194°/,. 

Fiir das rote Knochenmark ergibt sich demnach als Mittel : 
1,213°/, Gesamtwasserextrakt. 

Fiir das gelbe Mark: 0,838°/, Gesamtwasserextrakt. 

Die weitere Untersuchung des Wasserextraktes wurde nun 
folgendermaBen ausgefiihrt : 
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I. 4,197 g Auszug von 300g Mark wurden mit warmem 
absolutem Alkohol ausgezogen; es gingen in Lésung 0,3 g; diese 
wurden nun nach Salomons Angabe weiter behandelt. Der 
Riickstand wurde also in Wasser wieder geldést, filtriert, das 
Filtrat mit Silbernitrat versetzt, wodurch eine bleibende, in 
Ammoniak unlésliche Triibung, nach einiger Zeit ein Niederschlag 
entstand. Dieser wurde abfiltriert, gewaschen, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, vom ausgeschiedenen Schwefelsilber abfiltriert, 
das Filtrat zur Trockne verdampft, mit schwefliger Saure (1:3) 
erwarmt und filtriert. Der Riickstand getrocknet, zeigt spir- 
liche Wetzsteinformen unter dem Mikroskop und gibt schwache 
Murexidprobe, enthalt also Harnsiure. Das Filtrat mit NH, 
versetzt mit Silbernitrat gefallt, filtriert; der Niederschlag wird 
in heiBer Salpetersdure von 1,1 spezifischem Gewicht geliést und 
scheidet beim Erkalten Krystalle von salpetersaurem Hypoxanthin- 
silber aus; die Krystalle wogen: 0,0450 g = 0,020 g Hypoxan- 
thin im Extrakt von 300g Mark = 0,0066°/,. 

Das Filtrat vom salpetersauren Hypoxanthinsilbernieder- 
schlag wurde mit schwefliger Saure iibersittigt, filtriert, das 
Filtrat mit Ather geschiittelt, der Ather abdestilliert, der Riick- 
stand gelést in Wasser, zu Sirup eingedampft, wieder gelést 
und mit reinem kohlensaurem Zink gekocht, vom iiberschiissigen 
Zinkcarbonat abfiltriert. Das Filtrat scheidet beim Eindampfen 
die charakteristischen Krystalldrusen von fleischmilchsaurem 
Zink aus. Die Krystalle wogen: 0,088 g == 0,0559 g Milchsaure 
im Extrakt von 300 g = 0,0153°/,. 

Die Lésung des Zinksalzes gab scharf die Uffelmann- 
sche Reaktion. 

Il. 5,97 g Extrakt von 500g Mark wurden mit heifem 
Wasser behandelt, filtriert, Filtrat mit Bleiessig gefallt, filtriert, 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff behandelt, filtriert und eingeengt 
auf etwa 5cem, dann zur Krystallisation in der Kalte stehen 
gelassen; es schied sich eine geringe Menge krystallinischer 
Niederschlag ab, der aber keine Kreatininreaktion ergab. 
Das Filtrat davon wurde mit 3 Vol. Alkohol gefallt; es ent- 
stand ein flockiger Niederschlag, der hei® abfiltriert, im Wasser 
gelést und wiederum hei8 mit Alkohol gefallt wurde; die alko- 
holischen Filtrate wurden vereinigt einige Tage stehen gelassen; 
danach war ein geringer, an der Wand haftender Niederschlag 
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erschienen; die alkoholische Lésung wurde abgegossen, der 
Niederschlag in Wasser gelést, gibt typische Scherersche 
Inositprobe; ebenfalls positiv fallt die Seidelsche Probe aus. 
Das alkoholische Filtrat vom Niederschlag wurde mit Ather 
bis zur geringen bleibenden milchigen Triibung versetzt und 
24 Stunden stehen gelassen. Es hatten sich typische Inosit- 
krystalle abgesetzt in geringer Menge. 


IV. Die Eiweisskérper des Knochenmarkes, 


Zur Isolierung der Eiwei8kérper des roten Knochenmarkes 
wurde dasselbe nacheinander ausgezogen mit: Wasser, Soda- 
losung, Chlorammoniumlésung, Salzsaurelésung. 

100 g frisches rotes, im Mérser gut durchgemischtes Knochen- 
mark wurden mit 200 ccm eiskaltem destilliertem Wasser ver- 
setzt und 4 Stunden in der Kalte stehen gelassen; dann wurde 
filtriert, der Riickstand abermals im Mérser mit 200 ccm eis- 
kaltem Wasser verrieben, wiederum 4 Stunden in der Kialte 
stehen gelassen, filtriert und der Rest nochmals in gleicher 
Weise mit 100 ccm Wasser 2 Stunden behandelt. Siamtliche 
Filtrate wurden vereinigt. (Wasserauszug.) 

Der Riickstand von der Wasserbehandlung wurde zweimal 
mit 200 ccm Sodalésung von 0,15°/, verrieben filtriert, dann 
der Rest mit 200 ccm kaltem Wasser iiber Nacht stehen ge- 
lassen. (Sodaauszug). Der davon bleibende Riickstand wurde 
nun mit 15°/, Salmiaklésung zweimal 4 Stunden ausgezogen 
und filtriert. (Salmiakauszug). Der Rest wurde nun durch 
Auswaschen mit Wasser vom iiberschiissigen Salmiak befreit 
und dann mit ganz verdiinnter Salzsiure (1 com HCl von 1,19 
auf 250 cem Wasser) ausgezogen. (Salzsiureauszug 1.) 

Zum Schlu8 wurde dann noch der Rest mit 200 ccm 
Salzsiiure von 0,8°/, behandelt; in der Kalte stehen gelassen, 
filtriert. (Salzsiureauszug 2.) 

Die Untersuchung der einzelnen Ausziige ergab nun 
folgendes : 


1. Wasserauszug. 


Die schwach rétlich gefarbte Lésung gibt beim Erhitzen 
eine Triibung bei 55° C (Albumin), eine zweite starkere Triibung 
bei etwa 84° C (Globulin). Ein Teil der wisserigen Lésung 
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wurde gefallt mit einem gleichen Volumen gesittigter Ammo- 
niumsulfatlésunz; nach etwa 4stiindigem Stehen in der Kaite 
hatte sich ein reichlicher flockiger Niederschlag abgesetzt, der 
abfiltriert wurde. Das Filtrat koagulierte in der Wirme. Die 
Lésung triibt sich beim Erwirmen bei etwa 56 bis 58°C, bei 
82 bis 83° C erfolgt flockige Ausscheidung, deren Filtrat keine 
Biuretreaktion ergab. 

Der Niederschlag durch Ammoniumsulfat wurde durch 
wenig Wasser geldst, filtriert, eine Probe des Filtrats koaguliert 
bei 73 bis 76°C; nunmehr wurde diese ganze Lésung unter Essig- 
siurezusatz koaguliert, filtriert; das Filtrat koaguliert nicht 
mehr, gibt aber schéne rétlich-violette Biuretreaktion. Mit 
Kochsalz gesattigt laBt diese Lésung nichts ausfallen; nach dem 
Ansiuren mit Essigsiure dieser kochsalzhaltigen Lésung erfolgt 
die Abscheidung eines Niederschlages (Deuteroalbumose). Im 
Wasserauszug waren also vorhanden: 

Serumalbumin, 
Serumglobulin, 
Deuteroalbumose. 


») 


Sodaloésung. 

Auf Zusatz von 10°/, Essigsiure erfolgt eine betrachtliche 
Fillung; dieselbe wurde absitzen gelassen, filtriert, getrocknet 
und gewogen; sie wog 0,0133 g == 0,0133 °/,. 

Das Pulver wurde in zwei Teile geteilt; ein Teil gelést in 
b/ o-Natronlauge, mit Salzsaiure versetzt, gekocht und filtriert, 
das Filtrat mit Ammoniak iibersittigt und mit Silbernitrat 
versetzt; die Lésung fiirbt sich etwas braun; nach langerem 
Stehen scheidet sich ein braun gefarbter geringer Niederschlag 
ab. Ein zweiter Teil des Pulvers wurde mit Soda und Sal- 
peter verascht, in Salzsiure gelést, mit Ammoniak tbersittigt 
und mit Magnesiamixtur gefallt: deutlicher krystallinischer 
Niederschlag; eine kleine Portion von der zweiten mit Soda 
und Salpeter veraschten, in Salzsiure gelésten Probe wurde 
mit Rhodanammonium versetzt; es entsteht eine blutrote 
Fe-Farbung. Die Reagenzien waren selbstverstandlich auf Eisen- 
freiheit geprift. Die Lésung gibt ferner Orcin- und Phloro- 
glucinreaktion. Setzt man zur Orcinprobe einen Tropfen 
Kisenchloridlésung und _ schiittelt mit Amylalkohol aus, farbt 
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sich dieser smaragdgriin. Im Sodaauszug findet sich also ein 
eisenhaltiges Nucleoproteid, das Pentosen enthilt. 


3. Salmiakauszug. 


Der Salmiakauszug koaguliert nicht beim Kochen, auch 
nicht nach Essigséurezusatz; in groBe Menge destillierten Wassers 
gegossen erfolgt keine Abscheidung. Der Auszug gibt weder 
Millons- noch Biuret- noch Xanthoproteinreaktion. Myosin ist 
als nicht im Knochenmark enthalten. 


4. Salzsiureauszug I 


gibt keine EiweiSfarbenreaktion; keine Fallung mit Alkohol, 
Kaliumquecksilberjodid und Salzséure, schwefelsaurem Ammo- 
nium, Natronlauge 30°/,; keine Fallung beim Neutralisieren 
mit Soda; keine Warmekoagulation. 


Salzsiureauszug II (mit 0,8°/, HC). 

Der Auszug gibt ganz schwache Biuretreaktion, keine 
Fallung mit Kaliumquecksilberjodidsalzsiure, keine mit Ammo- 
niak; eine leichte Tribung mit 30°/, Natronlauge, nach Stehen 
hat sich ein geringer flockiger Niederschlag abgesetzt, der 
filtriert und in ein wenig heiBem Wasser gelést wird. Die 
Lésung gibt keine Millonsche Reaktion, schwache Biuretreaktion, 
Serumalbuminlésung wird ganz fein flockig gefallt, Ovalbumin- 
lésung dagegen nicht. Aller Wahrscheinlichkeit handelt es sich 
also um Parahiston. 

Uber das Vorkommen von Mucin im Knochenmark findet 
sich in der Literatur nur bei Botazzi eine Angabe, der anfiihrt, 
daB Bustinski dasselbe nachgewiesen habe. Zum Nachweis 
wurden 150 g rotes Mark 3 Tage lang mit 300 ccm halbge- 
-attigter Kalkwasserlésung in der Kalte ausgezogen, dann fil- 
triert, das Filtrat mit iiberschiissiger Essigsiure gefallt; der 
flockige Niederschlag wurde abfiltriert in "/,,.-Natronlauge ge- 
list, mit Salzsiure iibersattigt und gekocht, dann filtriert, das 
Filtrat mit Alkohol gefallt, filtriert, Filtrat eingedampft, ab- 
filtriert: das Filtrat reduziert deutlich Fehlingsche Losung. Der 
durch Kalkwasser aus dem Kochenmark ausgezogene Ko6rper 


war also Mucin. 
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Bei gewissen Erkrankungen des Knochenmarks kommt wie 
bekannt der sog. Bonce-Jonessche EiweiBkorper im Harn vor; 
Versuche, denselben im normalen Knochenmark nachzuweisen, 
verliefen alle negativ. Fleischer fand denselben im Rinder-, 
Pferde- und Menschenmark. 


V. Die Fette des Knochenmarks. 


a) Gesamtfettgehalt des Markes. 

1. 30 g rotes Knochenmark liefern bei der Extraktion mit 
Ather: 27,927 g = 93,09 °/,. 

2. 30 g ebenso behandeltes gaben 27,610 g Atherextrakt 

92,06 °/,. 

3. 5 g liefern 4,570 g = 91,4 °/,. 

4. 125g gelbes Mark liefern Atherextrakt 123,37 g — 98,7 °/,. 

5. 100 g vorher mit Wasser ausgekochtes Mark liefern 
91,44 g = 91,44 °/,. 

6. 300 g rotes mit Wasser ausgekochtes Mark liefern 
277,8 g = 92,57 °/,. 

7. 100 g halbfliissiges gelbes Mark gaben 97,5 g Ather- 
extrakt nach vorherigem Auszug mit Wasser = 97,5 °/,. 

Im Mittel berechnet sich also fiir rotes Ochsenmark: 
92,11°/,; fiir gelbes Ochsenmark 98,10°/, Gesamtfettgehalt. 

Das Fett des roten Knochenmarks ist weiB, ziemlich kon- 
sistent, das des gelben Markes halbfliissig, gelb. Die Farben- 
reaktionen des Fettes des gelben und des roten Markes weichen 
etwas voneinander ab. 


Rot: Gelb: 
| rundchst keine Ein- — posta 
NO,H (D 1,2) wirkung, Fett wird ... Leeper 
indies farbt sich das gelbe 
Fett griinlich 
NO,H rauchend . : 
shlic} 
(30 Tropfen Fett, rotlichbraun ou, ae 
12 Saiure) rotlich 


H,SO, (15 Tropfen 
Fett in CS,, 5Tropfen 
H,SO, vom spez. Gw. 

1,6—1,7) 


Biochemische Zeitschrift Band X. 12 


farblos bis schwach 
rotlichbraun, dann 
rotlichviolett 


griinblau, allmahlich 
rotlich werdend 
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Rot: Gelb: 
H,SO, + HNO, : grinmbraun, dann griinblau 
violett 
ZnCl, : keine Einwirkung keine Reaktion 
; —e keine Einwirkung keine Reaktion 
(sirupformig) J 


AgNO, : keine Einwirkung keine Reaktion 
HCl-+- Rohrzucker: keine Einwirkung keine Reaktion 


gelbgriin (Farbe der 
Phosphormolybdan- 
saure) 


Phosphormolybdan- smaragdgriin, kein 


sdure -++- Chloroform Grenzring. 


Bei der Elaidinprobe wird das Fett des roten Knochen- 
markes fest in einer Stunde, ist griinlichwei8, das des gelben 
Knochenmarks wird erst fest nach etwa 16 Stunden, ist griin- 
lichblau. 

Die Refraktometerzahlen, festgestellt mit dem Refrakto- 
meter nach Abbé von ZeiB, ergaben sich fiir: 


frisches rotes Mark bei 40° C 47,8 

48,0 

a 

47,0 
Fettséiure aus rotem Markfett 

bei 40° C 48,5 

47,0 

| Fett aus gelben Mark ,,_ ,, ,, 51,4 

50,8 

53,2 

Dasselbe bei 25° C 59,0 

60,2 

59,2 


Fett aus rotem Mark 





Fette Sauren aus gelbem 
Knochenmarkfett bei 40° C 38,2 
40,4 


Die Dichte, die nach Hager in der Weise bestimmt wurde, 
da8 das geschmolzene Fett oder Knochenmark in verdiinnten 
Alkohol gegossen und dieser dann so lange verdiinnt wurde, bis 
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die Fettkiigelchen sich schwebend erhielten in der Fliissigkeit, 
ergab sich: 

fiir gelbes Markfett bei 15° C zu 0,9150 

» weiBes bzw. rotes Markfett zu 0,9200 

,, Fettsiuren aus gelbem Markfett 0,9050 

,»  Fettsiuren aus rotem Markfett 0,9090—0,9100. 


Schmelz- und Erstarrungspunkte der Fette. 








— yo Sag Fette Saéuren aus 
Knochenmark rotem Mark 'gelbem Mark 
Schmelzpunkt . .}] 39—43° 22-950 45—479 | 33—35° 
Erstarrungspunkt| 29—30° 19° 39-40° | 29—30° 








Schmelz- und Erstarrungspunkt wurden im Capillarréhrcehen 
bestimmt. 


Bestimmung der Saurezahl. 


1. 0,905 g Fett aus rotem Knochenmark in Atheralkohol, 
verbrauchten 0,25 ccm "/,,-KOH, auf Olsiure berechnet ist die 
Saurezahl danach 0,78. 

2. 1,233 g verbrauchten 0,35 ccm "/,,-KOH, 

Saurezahl: 0,80. 
3. 4,84 g verbrauchten 1,1 ccm KOH, 
Saurezahl: 0,64, 
Mittelwert also: 0,74. 
Die Zahlen beziehen sich auf frisches Mark. 





Bestimmung der Verseifungszahl. 


a) 2,028 g rotes Knochenmarkfett wurden verseift mit 
10 ccm Kalilauge, von der 5 ccm 48,7 "/,-HCl entsprechen, und 
100 cem Alkohol; in einer Viertelstunde ist die Verseifung be- 
endet. Zum Zuriicktitrieren wurden verbraucht 90,2 ccm; ge- 
bunden vom Fett waren also: 7,2 cem KOH, 
Verseifungszahl 198,7. 


b) 1,5100 g Fett aus rotem Knochenmark brauchten bei 
gleicher Behandlung 5,3 cem KOH, 


Verseifungszah! 196,5. 
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c) 1,2000 g Fett aus rotem Knochenmark —- 5 com KOH 
=47,4ccem ®/,-HCl), zuriicktitriert mit 43,1 ccm Saure, verbraucht 


also: 4,3 com KOH, 
Verseifungszahl 196,0. 


d) 1,425 g ebenso behandeltes verbrauchten 4,6 KOH, 
Verseifungszah! 196,5. 

e) 1,478 g + 5cem KOH (= 30,6 cem"/,-HCl) 100 Alkohol; 
zuriicktitriert mit 25,4 cem Saure, verbraucht also: 5,2 com KOH, 
Verseifungszahl 197,0. 

f) 1,106 g ebenso behandelt; zuriicktitriert mit 26,7 cem HCl, 
verbraucht 3,9 cem KOH, 
Verseifungszahl 197,4. 
Die mittlere Verseifungszahl fiir Fette aus rotem Knochen- 
mark betrigt also danach: 197,4. 
g) 2g gelbes Knochenmarkfett wurden verseift mit 
50 com KOH und 50cem Alkohol. 50 ccm KOH entsprechen 
36,9 com "/,-HCl; zuriicktitiert mit 23,35 ccm "/,-HCl, ver- 
braucht also 13,55 ccm, 
Verseifungszahl 189,7. 

h) 2g gelbes Knochenmarkfett ebenso behandelt unter 
Verwendung der gleichen Kalilauge, verbrauchten 13,60cem KOH, 
Verseifungszahl 190,4. 

Die mittlere Verseifungszahl des gelben Knochenmarkes 
ist demnach: 190,4. 
Fiir die aus den Fetten abgeschiedenen fetten Sauren er- 
gaben sich folgende Zahlen. 
1. Fiir rotes Markfett: 
a) 201,6 
b) 203,7 
c) 200,9 
d) 202,3 
Mittelwert: 202,15 
2. Fir gelbes Markfett: 
a) 189,0 
b) 189,7 
c) 189,6 
d) 189,0 
e) 189,0 
Mittelwert: 189,26 
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Bestimmung der Hehnerzahl. 


a) 9,565 g frisches Knochenmark wurden mit 50°/, KOH 
verseift, die fetten Siaiuren abgeschieden, getrocknet und ge- 
wogen; das Gewicht der erhaltenen Fettsiuren betrug: 
8,73 g = 91,27°/, im frischen roten Mark. 

b) 50 g frisches gelbes Mark ergaben 45,47 g fette 
Sauren — 90,94°/,. 

c) 3,1250g trockner Atherextrakt von rotem Mark er- 
gaben 3,0130 g fette Sauren, 

Hehnerzahl: 96,41. 
= d) 2,9420 g Atherextrakt vom roten Knochenmark ergaben 
2,8185 g fette Sauren, 
Hehnerzahl demnach: 95,8, 
Mittelwert der Hehnerzahl: 96,1. 


Bestimmung der Reichert-MeiB1-Zahl. 
Fett aus rotem Fette Saéuren aus rotem 


Knochenmark Knochenmark 

R,-M.-Z.: 0,55 0,22 

0,55 0,275 

Mittel: 0,55 Mittel: 0,247 

Fett aus gelbem Fette Saiuren aus gelbem 
Knochenmark Knochenmark 

R.-M.-Z.: 0,55 0,33 

0,55 0,385 

Mittel: 0,55 Mittel: 0,357 


Bestimmung der Jodzahl. 


a) Rotes Knochenmarkfett. 

1. 0,824 g Fett in Cloroform gelést, mit 25 ccm Jodlésung 
versetzt, von der 10 ccm 18,45 ccm Thiosulfatlésung ent- 
sprachen; zuriicktritiert mit 23,3 Thiosulfatlésung, absorbiert 
also 0,3321 g Jod. 

Jodzahl: 38,5. 

2. 0,807 g Fett absorbieren 0,3180 g Jod, 
Jodzahl: 39,4. 

3. 1,0980 g Fett absorbieren 0,46139 g Jod, 
Jodzahl: 41,9. 
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4. 0,9026 g Fett absorbieren 0,35957 g Jod, 
Jodzahl: 39,8. 


. 0,9435 g Fett absorbieren 0,36127 g Jod, 
Jodzahl: 38,1. 


6. 1,085 g Fett absorbieren 0,45847 g Jod, 
Jodzahl: 42,2. 


Mittiere Jodzahl des roten Markfettes: 39,98. 


or 


b) Gelbes Knochenmarkfett. 
1. 1,0100 g Fett absorbieren 0,67564 g Jod, 
Jodzah!: 66,9. 


2. 1,0200 g Fett absorbieren 0,68072 g Jod, 
Jodzahl: 66,73. 


Mittlere Jodzah] des gelben Knochenmarkfettes: 66,86. 


c) Fette Saéuren aus dem roten Knochenmark. 
1. 1,0500 g absorbieren 0,50185 g Jod, 
Jodzahl: 47,7. 
2. 1,122 g absorbieren 0,53594 g Jod, 
Jodzahl: 47,7. 
Mittelzahl: 47,7. 


d) Fette Saéuren aus gelbem Knochenmark. 
1. 1,0200 g absorbieren 0,71534 g Jod, 
Jodzihl: 70,1. 
2. 1,141 g absorbieren 0,80264 g Jod, 
Jodzahl: 70,3, 
Mittelwert: 70,2. 


Bestimmung der Acetylzahl. 


Die Bestimmung der Acetylzahl wurde nach Lewkowitsch 
in der Weise vorgenommen, daSB etwa 10g Fett mit der 
doppelten Menge Essigsiureanhydrid 1'/, Sunde am RiickfluB- 
kiihler erhitzt, die Lésuug dann mit 500 ccm siedendem Wasser 
vermischt und unter CO,-Durchleitung noch eine halbe Stunde 
erhitzt wurde. Danach wurde das Wasser abgehebeit, die 
Olschicht so lange mit Wasser ausgekocht — ein dreimaliges 
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Auskochen i:t gewohnlich voéllig ausr-ichend — bis auf Lackmus- 
papier keine saure Reaktion mehr nachweisbar ist; im Trocken- 
schrank wurde dann durch trocknes Filter filtriert, eine aliquote 
Menge, annahernd & g, des acetylierten Fettes mit einer ge- 
messenen Menge alkoholischen Kalis verseift, zu der verseiften 
Masse dann die der verwandten Kalilésung aquivalente Menge 
Normalsaéure gesetzt und erwarmt. Die abgeschiedenen Fett- 
sauren wurden abfiltriert, mit siedendem Wa:ser bis zum Ver- 
schwinden der Saureaktion ausgewaschen und das Filtrat mit 
n/,o° Kali titriert. 
I. Verwandt wurde ausgelassenes rotes Mark. 
3g acetyliertes Mark verseift mit 25 ccm alkohol. KOH 
270,5 ®/,-HCl; zuriicktitriert mit 19,5 cem ®/,,-KOH, 
Acetylzahl: 36,46. 
II. 2,8 g acetyliertes Fett verseift mit 15 ccm alkohol. Kali; 
zuricktitriert mit 16,5 /,,-KOH, 
Acetylzahl: 33,05. 
III. 3,5 g acetyliertes Fett verseift mit 25 cem alkohol. 
KOH; titriert mit 20,5 °/,,-KOH, 
Acetylzahl: 32,86. 


Mittlere Acetylzahl fiir rotes Knochenmarkfett: 34,12. 


Bestimmung der fetten Sauren. 


Fiir die Zusammensetzung der Fettsiuren aus Markfett 


fand Mohr: 
Olsaure 63°/, 


Palmitinséure 22°/, 
Stearinsiure 10°/, 


Eine altere Analyse von Dammer gibt fiir die Zusammen- 
setzung des Markfettes an: 
Olsdure 24°/, 
Stearin- und Palmitinsaéure 76°/, 


Benedict-Ulzer erwahnt die Fettsaure aus Knochenmark 
als bestehend aus: 
Olséure 40°/, 
Stearinsire 35°/, 
Palmitinséure 25°/, 
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I. Zur Bestimmung der Fettséuren wurden 10,0120 g Fett 
aus rotem Knochenmark verseift mit Kalilauge, erhalten wurden 
9,5900 g fette Saiuren; diese wurden in die Bleiseifen iiber- 
gefiihrt, mit Ather bis zur Erschépfung ausgezogen, die un- 
gelésten Bleiseifen abfiltriert, die atherische Lésung mit ver- 
diinnter Salzsiure geschiittelt, die Atherschicht abgelassen, mit 
Wasser nochmals im Scheidetrichter geschiittelt, der Ather dann 
im Kohlenséurestrom abdestiliert, der Riickstand getrocknet und 
gewogen; er wog 4,544 g == 47,38°/, Olsaure. 

Die ungelésten Bleiseifen wurden in heiBem Alkohol zer- 
teilt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, heiB filtriert, das Filtrat 
zur Trockene mit Soda verdampft, der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen und erhitzt, dann in der Hitze mit Salzséiure im 
UberschuB gefallt. Nach dem Erkalten werden die Sauren ab- 
filtriert durch ein gewogenes Filter, getrocknet und gewogen. 
Das Gewicht betrug 4,9440 g. Das Saéuregemisch wurde noch- 
mals aus Alkohol umkrystallisiert und der Schmelzpunkt be- 
stimmt. Die Masse schmolz bei 60,3 bis 60,4 C, der Erstarrungs- 
punkt lag bei 56,5. Legt man die Heinz’sche Tabelle zugrunde, 
so bestand das Gemisch aus 60°/, Stearinsiure und 40°/, Pal- 
mitinsiure, das macht auf 4,944 g berechnet: 

2,9664 g Stearinsiure, 
1,9776 g Palmitinsaure. 

Zur genaueren Bestimmung wurden nun die Fettsaéuren 
(ca. 2g) gelést in heiBem Alkohol, die Lésung gefallt mit */, 
vom Gewicht der Fettsiuren mit Bariumacetat, der Nieder- 
schlag abfiltriert, die Fettsiuren daraus abgeschieden, gewogen, 
der Schmelzpunkt bestimmt; das unvollstandig gefiallte alkoho- 
lische Filtrat wurde dann mit einem Uberschu8 von Barium- 
acetat gefallt, filtriert, wiederum die Fettsdiuren abgeschieden, 
filtriert, getrocknet, gewogen, der Schmelzpunkt bestimmt. Die 
fraktionierte Fallung mu8 mehrmals wiederholt werden. Ich 
erhielt so aus 1,7164 g Substanz: 

1,1836 g Stearinsaure, 
0,5328 g Palmitinsaure, 
daraus berechnet sich fiir das Fett aus rotem Knochenmark: 
Olséure 47,38°/, 
Stearinsiure 36,25°/, 
Palmitinsdure 16,36°/, 
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II. Die Bestimmung der Fettsiuren im Fett des gelben 
Knochenmarkes wurde auf gleiche Weise ausgefiihrt. 

11,5520 g gelbes Markfett ergaben 11,0896 g fette Sauren; 
davon waren Olsiure 8,6450 g—=77,95°/,. Der Schmelzpunkt 
des 2,311 g wiegenden Fettséuregemisches nach Abscheidung der 
Olsdure lag bei 55 bis 56 C, der Erstarrungspunkt bei 51 bis 54 C; 
nach der Heinzschen Tabelle bestand die Masse demnach etwa 
aus 30°/, Stearinsiure, 70°/, Palmitinsaure. 

Die genauere Bestimmung durch fraktionierte Fiallung er- 
gab in 1,3152 g Gemisch: 

0,8490 g Stearinsaure, 
0,4662 g Palmitinsaure. 
Danach bestand das Fett aus gelbem Knochenmark aus: 
77,95°/, Olsaure, 
14,22°/, Stearinsaure, 
7,83°/, Palmitinsaure. 


Bestimmung des Cholesterin. 


I. Rotes Knochenmarkfett. 

14,4350 g Markfett wurden mit Kalilauge verseift, nach 
beendigter Verseifung mit Wasser verdiinnt, die Loésung mit 
Ather ausgeschiittelt, der Ather dann abgelassen, die atherische 
Lésung verdunstet, der Riickstand mit heiBem Wasser aus- 
gezogen, filtriert, der Filterriickstand mit heiBem Alkohol in 
Lésung gebracht, Alkohol verdunstet und der Riickstand ge- 
trocknet und gewogen. Der Riickstand wog: 

0,0330 == 0,2286°/,. 

Es gab samtliche fiir Cholesterin charakteristische Reak- 
tionen schén und ausgepragt. 

II. 50 g rotes Knochenmarkfett ergaben 0,1710 g 

== 0,3420°/, Cholesterin. 

III. Gelbes Knochenmarkfett. 

10,3345 g ergaben bei gleicher Behandlung 0,0320 g 

= 0,3097°/, Cholesterin. 

IV. 50g gelbes Mark ergaben 0,1420 g 

== 0,2840°/, Cholesterin. 
Im Mittel also fiir rot: 0,2853°/,, fiir gelb: 0,2968°/,. 
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Bestimmung des Lecithins. 

Eine genaue und absolut einwandfreie Bestimmung des 
Lecithins in den tierischen und pflanzlichen Geweben und Saften 
existiert bis heute nicht. Die sicherste und annahernd die 
richtigsten Resultate liefernde Methode besteht immer noch in 
der Digestion der Organe mit Alkohol und nachfolgender Ather- 
oder Chloroformbehandsung sowie Bestimmung des Phosphor- 
gehaltes in dem Extrakt; einerseits ist diese Methode jedoch 
sehr langwierig; es ist auch nicht ganz sicher, ob wirklich alles 
Lecithin in die Lésungsmittel iibergeht, andererseits ist sicher, 
daB auch andere phosphorhaltige Korper, wie Iecorin, Protagon, in 
dem Extrakt zu finden sein werden, die dann als Lecithin mit 
bestimmt werden; der Fehler, der dabei begangen wird, ist nun 
allerdings nicht schlimm; denn im allgemeinen neigt man doch 
mehr und mehr der Ansicht zu, daB es sich bei Kérpern wie 
Iecorin nicht um eine einheitliche Substanz, sondern um ein 
Gemenge von Lecithin und Zucker, resp. anderen K6rpern 
handelt. In letzter Zeit haben sich swei Forscher mit der Be- 
stimmung des Lecithins im Knochenmark beschaftigt, Otolski, 
der den mittleren Lecithingehalt des Pferdeknochenmarks zu 
0,12—0,14°/, findet, und ferner Glikin, der fiir das Pferde- 
markfett die bedeutend héhere Zahl von 1,45°/,, fiir Rinder- 
markfett 2,45°/, angibt. Glikin bestimmte das Lecithin durch 
Veraschung des Fettes nach Neumann und Bestimmung des 
Phosphors in der Asche als Ammoniummolybdophosphat. 

Zur Bestimmung des Lecithins im Rindermark habe ich 
dasselbe zuerst 4 Stunden bei 60° C und vdéllig neutraler Re- 
aktion mit Alkohol ausgezogen, dann den Alkohol abgegossen, 
verdunstet bei 60° C und neutraler Reaktion; der Riickstand 
von der Alkoholbehandlung wurde dann 6 Stunden mit Chloro- 
form hei8 extrahiert, filtriert, das Chloroform verdunstet, der 
Riickstand von der Aikohol- sowie der Chloroformbehandlung 
wurde nochmals mit reinem Chloroform aufgenommen, filtriert, 
das Chloroform verdunstet und der Extrakt mit Soda und 
Salpeter in der Platinschale vorsichtig verascht. Bei vorsichtigem 
Veraschen mit Soda- und Salpetergemisch ist die Gefahr des 
Verlustes durch Verspritzen weniger leicht vorhanden als bei 
der Neumannschen Saureveraschung und zog ich die erstere 
Methode deshalb vor. 
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I. 20,2700 g frisches rotes Rinderknochenmark lieferten 
0,0045 g P,O,Mg, 
= 0,0029g P,O, 
entsprechend 0,032 9614 g Lecithin oder 0,1576°/,. 
II. 25 g frisches rotes Rinderknochenmark lieferten 
0,0050 g P,Mg,0, 
= 0,00323g P,O, 
entsprechend 0,036711218 g Lecithin oder 0,1469°/, 
III. 40g frisches rotes Knochenmark vom Rind lieferten 
0,0164g Mg,P,O, 
— 0,01058 g P,O, 
entsprechend 0,12025g Lecithin oder 0,3006 °/,. 
IV. 24,6700 g frisches gelbes Rindermark lieferten 
0,0055 g Mg,P,0O, 
— 0,003 55g P,O, 
entsprechend 0,040 35g Lecithin oder 0,1636 °/,. 
V. 25,0 g frisches gelbes Rindermark lieferten 
0,0070 g P,Mg,O, 
— 0,0045 g P,O, 
entsprechend 0,05115g Lecithin oder 0,2046° |: 

Im Durchschnitt ergibt sich demnach fiir 

rotes Knochenmark vom Rind 0,2017°/, 

gelbes me m » 0,1841°/, Lecithin. 

Bei einem Kaninchen fand ich den Lecithingehalt des 
Knochenmarks einmal zu 4,53°), im frischen Mark; ein zweites 
Mal zu 1,00°/,, das Mark dieses Tieres kam nicht sofort zur 
Verarbeitung; bei einem Igel, den ich zu anderen Versuchen 
benutzte, sogar einen Prozentgehalt des frischen Marks von 
41,7°/,; ich werde dariiber nachstens weiter berichten. 


Die Bestimmung des Glykogens. 

Uber den Glykogengehalt des Knochenmarks liegen nur 
zwei Angaben vor; Handel wies in Pfliigers Laboratorium fiir 
das Knochenmark des Rindes einen Glykogengehalt von 
0,0306°), nach, Gierke und Katsurada leugnen dagegen 
das Vorkommen von Glykogen im Knochenmark. Zur Be- 
stimmung des Glykogens verfuhr ich genau nach Pfliigers Vor- 
schriften; bei der Verseifung mit 60°/,iger Kalilauge entsteht 
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aus dem Knochenmark eine groBe Menge Seifengallerte; da 
ich befiirchten muBte, daB diese Masse eine gewisse Quantitat 
Glykogen mechanisch mit einschlieBen konnte, filtrierte ich die 
Seife von der Lauge, bestimmte das Glykogen in letzterer, 
léste dann die ziemlich schwer ldésliche Seife in Wasser und 
bestimmte in einem aliquoten Teil dieser Seifenlésung nach 
den Vorschriften Pfliigers das Glykogen. 
I. Verarbeitet wurden 200 g frisches rotes Knochenmark; 
im aikalischen Filtrat wurde das Glykogen gefallt, vorschrifts- 
maBig ausgewaschen, gelést in 150 ccm HCl von 2,2°/,; in 
81 ccm Zuckerlésung fand sich: 
0,0510 g Cu,O 
== 0,0180g Zucker 
= 0,0167 g Glykogen 
in 150 ccm Zuckerlésung also 0,0309g in 200g Mark. Die 
Seife wurde gelést in 6600 ccm Wasser, 500 ccm nach Vor- 
schrift gefallt, der Niederschlag mit 100 ccm HCl 2,2°/, gelést; 
8l ccm dieser Lésung lieferten: 
0,0110 g CuO, 
annahernd 0,003 g Zucker 
in 81 ccm, in 100 also 0,0037 g Zucker 
== 0,00343 g Glykogen 
in 500 ccm Seifenlésung, in 6600 also; 
0,452 g, 
insgesamt sind in 200 g Mark enthalten gewesen also 
0,0861 g oder 0,0381 °/,, 
II. 100g rotes Rindermark lieferten ausin der alkoholischen 
Lésung gefalltem, in 100 ccm HCl 2,2°/, geléstem Glykogen: 
0,0405 g Cu,O in 81 ccm 
== 0,0136 g Zucker, 
in 100 cem also 0,0168 g Zucker 
= 0,0156 g Glykogen. 
Die Seife wurde gelést in 3000 com H,O, 500 com gefiallt; 
sie lieferten: 





0,015 g CuO, 
annahernd 0,00375 g Zucker 
in 8l ccm, in 100 ccm also 0,0046 g 

== 0,0043 g Glykogen 
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in 500 ccm Seifenlésung, in 3000 also: 


0,0258 g, 
Insgesamt sind in 100 g rotem Rindermark vorhanden gewesen: 
0,0414 g 
= 0,0414°/,, 
Im Mittel betrigt der Glykogengehalt des roten Knochen- 
markes demnach: 0,0398 °/,, 


Bestimmung des Eisens im roten Knochenmark. 


Die Eisenbestimmung geschah im frischen Knochenmark 
nach der Séureveraschungsmethode von Neumann. Es wurden 
gefunden fiir 100 g Mark: 


rotes Mark gelbes Mark 
Eisen in Milligramm 

12,78 15,80 
15,00 12,03 
14,40 10,62 
15,40 11,07 
17,90 6,73 
10,85 6,00 
Mittel: 14,388 3,70 
5,30 

5,55 


Mittel: 8,533 


Das Rinderbluthamoglobin hat nach den Untersuchungen 
von Hiifner und Jacquet einen mittleren Eisengehalt von 
0,336°/,. Der colorimetrisch bestimmte Hamoglobingehalt im 
Knochenmark betraigt etwa 1°/,, Miller berechnet 10°/, Blut; 
unter Beriicksichtigung dieser Zahlen entsprache diesem Hamo- 
globingehalt ein Eisengehalt von 0,00437 g. Der tatsachliche 
Eisengehalt ist aber bedeutend héher und ist auf das Vor- 
handensein der im Mark vorkommenden eisenhaltigen Nucleo- 
albumine zuriickzufiihren. 

Ptomaine. 

Zieht man frisches Knochenmark mit heiBem, schwach 
salzsiurehaltigem Wasser aus, filtriert, macht mit NH, stark 
alkalisch und schiittelt mit Amylalkohol aus, so erhalt man 
nach Verdunsten des Amylalkohols einen Riickstand, dessen 
Menge um so gréBer wird, je alter das in Arbeit genommene 
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Knochenmark ist, bzw. je langer es gestanden hat. Der 
Auszug mit heiBem salzsdurehaltigem Wasser aus Knochen- 
mark gibt sowohl mit frisch bereiteter Gerbsaéurelésung wie 
mit frischer Phosphormolybdansaurelésung eine sofortige Triibung, 
nach etwa einer Stunde einen feinflockigen weiBen Niederschlag, 
Reaktionen, die auf das Vorhandensein von Ptomainen deuten. 
Aus 100 g ganz frischem Knochenmark wurden erhalten: 
0,005 g Riickstand 
= 0,05 °/,. 
Aus 30,4 g Knochenmark, das schon linger gestanden 
hatte: 0,102 g 
== 0,3355 °/, 


Fermente des Knochenmarks. 


In fetthaltigen Geweben, wie Knochenmark, subcutanem 
und mesenteriellem Fettgewebe usw., kommt wie im Blutserum, 
Pleuraexsudat nach Bitry-Schliatko ein lipolytisches Ferment 
vor, das kiinstliche Fette als Triacetin, Tributyrin u. a. m. 
leichter spaltet als natiirliche. Die Wirkung der Knochen- 
marklipase folgt der Schiitz-Borrisowschen Regel, d. h. die 
Wirkung ist proportional der Quadratwurzel der Ferment- 
menge. Jochmann und Miiller fanden im Knochenmark 
von Hunden proteolytisches Ferment, das den Nagern, den 
Paarzehern, Unpaarzehern und Végeln abgeht. Dieses Ferment 
stellen die Verfasser in Beziehung zu den im Knochenmark 
vorkommenden Leukocyten. Ciaccio suchte bei seinen Unter- 
suchungen iiber Enterokinase auch im Knochenmark nach 
dieser, fand es aber frei davon. Beitzke und Neuberg be- 
schaftigten sich mit der Frage, ob Antifermente synthetisierend 
wirken kénnen; sie konnten dies nachweisen bei invertierenden 
Antifermenten; negativ aber verlief das Ergebnis beziiglich 
steatolytischer Fermente; sie konnten durch ein durch Injektion 
von Steapsin an Knaninchen erzeugtes Antilipaseserum Glycerin 
und Olséure nicht zu Fett aufbauen. Versuche, die ich an- 
stellte, durch Injektion von Knochenmarks-Lipase, erhalten durch 
Digestion des Knochenmarks mit Kochsalzléisung, in das 
Peritoneum von Kaninchen von diesen ein Olsiure und Glycerin 
zu Fett synthetisierendes Serum zu erhalten, sind bis jetzt er- 
folglos geblieben, doch sind die Versuche noch nicht abge- 
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schlossen, und hoffe ich dariiber demnachst weiter berichten 
zu k6énnen. 

Bei der Ausfiihrung der Analysen bin ich von Fri. Haense]l 
bestens unterstiitzt worden. 
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Bemerkung 
zur Mitteilung der Herren M. Kumagawa und K. Suto 


iiber Ein neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung des 
Fettes und der unverseifbaren Substanzen in tierischem Material 
nebst der Kritik einiger gebriiuchlichen Methoden*, 


Von 


J. C. Berntrop, 
erster Assistent am chem. Laboratorium des stadt. Gesundheitsamtes 
zu Amsterdam. 


(Eingegangen am 1. April 1908.) 


In dieser Zeitschrift (8, 212, 1908) haben die obenge- 
nannten Herren auf S. 220 der erwaéhnten Abhandlung einen 
Extraktionsapparat beschrieben, welcher dem Soxhletschen 
gegeniiber den Vorteil haben soll, daB die Extraktion bei an- 
nahernder Siedetemperatur der zu priifenden Extraktionsmittel 
stattfindet. Hierzu médchte ich bemerken, da8 der hier als 
neu beschriebene Apparat sich in fast gleicher Form schon 
vorfindet in meiner Abhandlung: ,,Cber die Bestimmung des 
Fettgehaltes von Weizenbrot und die Beantwortung der Frage, 
ob dasselbe mit Milch, mit Wasser oder unter Hinzufiigung 
eines anderen Fettes als Milchfett gebacken ist‘ (Zeitschr. f. 
angew. Chem. 1902, Heft 6) und ebenda auf S. 122 beschrieben 
wird. Der letztgenannte Apparat unterscheidet sich noch in- 
sofern giinstig von dem der Herren Kumagawa und Suto, 
indem bei ihm die Extraktion genau bei der Temperatur des 
siedenden Extraktionsmittels stattfindet, da die Papierhiilse, 
welche den zu extrahierenden Stoff enthalt, wahrend des Aus- 
ziehens von der_kochenden Fiiissigkeit umspiilt wird. Ich be- 
absichtige, demniichst noch einige kleine Verbesserungen, welche 
ich im Laufe der Zeit an dem Apparat angebracht habe, in 
der Zeitschr. f. angew. Chem. zu verdffentlichen. 























Die Verteilung des Lecithins im tierischen Organismus. 
Von 
Dr. med. et phil. Joseph Nerking. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle 
Therapie zu Diisseldorf. ) 


(Eingegangen am 7. April 1908.) 


Dem Lecithin, das ebenso wie Kohlenhydrate und Eiwei8 
in fast allen Zellen des tierischen und pflanzlichen Organismus 
sich tindet, kommt fiir den Gesamtstoffwechel sicher eine be- 
deutsame Rolle zu, die mit fortschreitender Erkenntnis der 
chemischen und physiologischen Eigenschaften immer mehr er- 
schlossen wird. Bekanntlich ist Gobley der erste gewesen, 
der das Lecithin aus Eidotter, wenn auch vorerst nur in wenig 
gereinigtem Zustand, darstellte und als phosphorhaltigen Fett- 
kérper beschrieb; die Reindarstellung, soweit man von solcher 
sprechen kann, ist erst spater Hoppe-Seyler und Diakonow 
gelungen. Seitdem ist der Korper in einer Reihe tierischer 
Organe nachgewiesen worden; besonders war es Thudichum, 
der das Lecithin und dessen Derivate naher studierte und eine 
Fille neuer Beobachtungen und Untersuchungen mitteilte. B. 
und A. Danilewskis Arbeiten verdanken wir die Erkenntnis 
der Wirkung des Lecithins auf die Assimilation der Nahrstofie 
und des Einflusses auf die roten Blutkérperchen bzw. des 
Hamoglobins. In neuester Zeit erst hat das Lecithin ein er- 
hdhtes Interesse gefunden durch die unter Ehrlichs genialer 
Leitung gemachte hochbedeutungsvolle Entdeckung von Pres- 
ton Kyes, der das Verhalten des Lecithins bei der Hamolyse 
aufklarte und feststellte, dafi Lecithin als aktivierendes Agens 
fiir Cobragift anzusehen ist. In den Pflanzen, und zwar im 


Samen wurde das Lecithin zuerst von Knop 1860 aufgefun- 
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den; spiter fand Tépler die ganz allgemeine Verbreitung des 
Kérpers im Pflanzenreiche; Hoppe-Seyler fand es in Hefe 
und suchte den Nachweis zu fiihren, daf Chlorophyll ein dem 
Lecithin nahe verwandter Stoff sei. Pilze und Bakterien wur- 
den ebenfalls lecithinhaltig gefunden. Verbindungen von Lecithin 
mit Eiwei8, Lecithalbumin, die durch Behandlung mit Alkohol 
nur teilweise gespalten werden und auch gegen verdiinnte 
Alkalien verhaltnismaBig widerstandsfaihig sein sollen, hat 
Liebermann aus verschiedenen tierischen Organen zu isolieren 
versucht. Bing beschrieb Lecithinkohlenhydrat- und Lecithin- 
glykosidverbindungen, die sich kiinstlich darstellen lassen und 
zu denen Bing auch das von Drechsel entdeckte, von Baldi 
naiher studierte Jecorin rechnet, das iibrigens nach der heute 
vorherrschenden Ansicht ein Gemenge zu sein scheint. Die 
Abscheidung und Bestimmung des Lecithins bietet einige 
Schwierigkeiten, ganz einwandfrei in bezug auf quantitative 
Analyse im strengen chemischen Sinn diirfte wohl keine der 
bekannten Methoden zur Bestimmung des Lecithins sein. Am 
meisten angewandt und wohl auch am zuverlassigsten ist noch 
das Ausziehen der auf Lecithin zu priifenden trocknen Materie 
mit Alkohol mit anschlieBender Extraktion mit Ather, Chloro- 
form oder dgl., Verdunsten der vereinigten Ausziige und Be- 
stimmung des Phosphorgehaltes des Extraktes. Die Bestimmung 
als Cadmiumlecithinat, urspriinglich von Thudichum angegeben, 
spiter von Bergell wieder eingefiihrt und verbessert, hat sich 
nicht in allen Fallen als anwendbar erwiesen. Einer allgemeinen 
Anwendung, wo es sich um mdglichst genaue quantitative Be- 
stimmung handelt, ist ebensowenig die Methode von Altmann 
und spater Zuelzer fahig, die beide das Lecithin zu reinigen 
und von den begleitenden Fetten zu trennen versuchten durch 
Fallung aus Chloroform- oder Atherlésung mit Aceton. Die 
Fallung des Lecithins mit Aceton ist nie vollstandig, wofiir ich 
spiiter den analytischen Beweis liefern werde. Fiir den Lecithin- 
gehalt der verschiedenen Organe des Tierkérpers finden sich 
bei Frankel ,,Descriptive Biochemie folgende Angaben: 


Muskel . . .. . . 0,4 —0,75°/, 
Submaxillardriise . . . 0,97—1,0°/, 
Pankreas. . . . . . 0,55°/, 


Sehr junge Testikel . . 1,35°/, 





4 
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Junge Testikel. . . . 1,0°/, 
Alte Testikel . . . . 0,67°/, 
ee 
Ms « « we «2 oo BO 
Eater. «. « s « « + ORS, 


Rubow fand den Atherextrakt des Herzens bestehend aus 
60—70°/, Lecithin, betrachtlich héher als den Lecithingehalt 
der quergestreiften Muskeln. Bei einem Rohfettgehalt, auf 
Trockensubstanz berechnet, des Herzens von 11,7—13,4°/, fin- 
den sich nach Krehl 4,2—4,6°/,, nach Rubow sogar 8°/, 
Lecithin. Weyl und Zeitler fanden im frischen Kaninchen- 
muskel 0,65—0,8°/, Lecithin, auf Trockensubstanz berechnet 
macht dies 3—4°/,. In der Niere fand Rubow einen Lecithin- 
gehalt von 6,6—8,63°/, der Trockensubstanz. Fiir das Gehirn 
fand Thudichum fir die graue Substanz an Lecithin, Kepha- 
lin und Myelin 0,78°/,. fiir die weiBe: Kephalin, Lecithin und 
Cholesterin 11,49°/,. Fiir die Trockensubstanz des menschlichen 
Ischiadicus fand Chevalier 33,57°/, Lecithin. In der Leber 
betragt der Lecithingehalt nach Noél Paton 2,35°/,; Heffter 
fand fiir frische Leber des Kaninchens im Durchschnitt 2,20°),, 
mit dem Maximum von 3,07°/,, dem Minimum von 1,53°/,. 
Gefunden wurde das Lecithin ferner in der Galle, dem Eidotter, 
der Thymusdriise, der Nebenniere, die viel Lecithin enthalten 
soll, im Blut (etwa 0,2°/,), in der Milch (0,058°/,), als Lecith- 
albumin in der Niere und Magenschleimhaut, ferner im Auge, 
und zwar der Linse, besonders in Kataraktlinsen. Bei den 
Pflanzensamen fand Schulze: 


Lupinus luteus. . . . . . . . 1,55—1,59°/, 
Glycine hispida. . . ... . . 1,64°/, 

Vicia sativa . . .... . . . 1,22—0,74°/, 
Piemm aettwem . . . lw ls se s OY, 
= Oe «= 6 eons 
Lens esculenta. ..... . . 1,20°/, 
eee lo 
Cannabis sativa. . ... . . . 0,88°/, 
Cucurbita Pepo, geschalt. . . . . 0,43°/, 
Sesamum indicum. ... . . . 0,56°/, 
Triticum vulgare . . . . . . . 0,65°/, 
- Keim allein. . . . . . 1,55°/, 


13* 
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Secale cereale 0,57°;, 
Hordeum distichum . . . . . . 0,74°/, 
Zea mays, gelb. ..... . . 026%, 

Mea = xs «6 ar, 
Fagopyrum esculentum, gesc hiilt - « Oy, 
Linum usitatissimum . . . . . . 0,88°/, 
Helianthus annuus, geschalt. . . . 0,44°/, 
Papaver somniferum . . - « Oi, 


Teilweise noch héhere Zahlen modes Merlis und v. Bitto. 
AuBer in den Samen kommen die Lecithine auch in anderen 
Organen héherer Pflanzen regelmaBig vor; in der Bierhefe fand 
Hoppe-Seyler 0,314°/, Lecithin. 

Da ich itiber den Gesamtgehalt an Lecithin im tierischen 
Kérper in der Literatur keine Angabe finden konnte, stellte 
ich mir die Aufgabe, diesen zu bestimmen und die Verteilung 
auf die einzelnen Organe zu ermitteln. Die Methode, die ich 
dabei anwandte, bestand darin, daB ich das Material (gesamtes 
Tier oder einzelnes Organ) zunichst fein zerkleinerte durch 
mehrmaliges Bearbeiten in der Wurstmaschine oder bei einzelnen 
Organen durch Zerschneiden mit Messer und Schere, dann 
entweder in diinner Schicht ausgebreitet bei 60°C oder im 
Vakuum trocknete, den Trockenriickstand dann zuerst 6 bis 12 
Stunden bei 60° C mit Alkohol von 96°/, Tr auszog, wobei 
auf neutrale Reaktion geachtet wurde. Der Alkohol wurde 
dann abfiltriert, der Filterriickstand wieder bei 60° C ge- 
trocknet, dann fein pulverisiert und 12 Stunden mit Chloro- 
form oder Ather ausgezogen. Der Alkoholauszug wurde bei 
60° C verdunstet, der Riickstand mit Chloroform oder Ather 
ausgezogen, filtriet und das Filtrat dann mit dem zweiten 
Chloroform bzw. Atherauszug vereinigt. SchlieBlich wurde 
das Lésungsmittel bei 60° C verdunstet, der Riickstand ge- 
trocknet und mit der mehrfachen Menge Soda-Salpetermischung 
vorsichtig verascht, in der Asche dann die Phosphorsaure als 
pyrophosphorsaure Magnesia iiber die Stufe des Ammonium- 
molybdophosphates bestimmt. In der Hoffnung, das Lecithin 
aus der Chloroformlésung mit Aceton auszufallen und so von 
den Fetten zu trennen und durch direkte Wagung zu bestimmen, 
stellte ich mit reinem in Chloroform gelésten Lecithin folgende 
Versuche an: 
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{. 0,7698 g Lecithin, in CCl,H gelést, mit dem 3- bis 
4-fachen Volumen <Aceton gefillt, nach 1 Stunde _filtriert. 
Filterriickstand wog getrocknet: 

0,3666 g 
== 47,61°), des angewandten Lecithins; 
das Aceton-Chloroformfiltrat wurde verdunstet, der Riickstand 


wog getrocknet: 
0,3961 ¢ 


== 51,44°/, des angewandten Lecithins. 
II. 0.8768 g reines trockenes Lecithin, ebenso behandelt, 
nur mit dem 8 fachen Volumen Aceton gefallt. Die Fallung 
wog getrocknet: 
0,4242 g 
== 48,38 °/, des angewandten Lecithins; 
das Chloroformacetonfiltrat ergab: 
0,4401 g trockenen Riickstand 
= 50,19°/, des angewandten Lecithins. 
Nach diesen Resultaten muBte ich auf die Ausfallung des 
Lecithins durch Aceton zur quantitativen Bestimmung ver- 


zichten. 


I, Versuch. 


Bestimmung des gesamten im Tier vorhandenen 
Lecithins. 

Ein graues, belgisches, 1460 g schweres Kaninchen wurde 
durch Nackenschlag getétet, rasch abgezogen und das ganze 
Tier dann mit Haut und Haaren und Knochen mehrmals durch 
die Wurstmaschine getrieben, bis ein ziemlich gleichmaBiger 
Brei entstanden war. Der Magendarmkanal sowie die Blase 
des Tieres wurden sowohl in diesem wie in allen folgenden 
Versuchen sorgfaltig entleert; der Inhalt wog 165,0g. Der 
Organbrei wog 1267 g, die mit 2'/,] Alkohol von 96°, Tr bei 
60° C und neutral gehaltener Reaktion 6 Stunden ausgezogen 
wurden, dann filtriert, das alkoholische Filtrat bei 60° C ver- 
dunstet, der Riickstand in CCl,H aufgenommen; das_ mit 
Alkohol ausgezogene Pulver wurde bei 60°C getrocknet, ge- 
pulvert, nunmehr wog der Riickstand 348 g, die mit 11 Chloro- 
form extrahiert wurden. Dieser Chloroformauszug wurde mit 
dem in CCl,H aufgenommenen Riickstand von dem Alkohol- 4 
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auszug vereinigt, das Chloroform verdunstet, die Phosphorsaure 
im Riickstand bestimmt. Es fand sich darin: 

0,1808 g Mg,P,O, 

1,3144g Lecithin. 

Der Riickstand von der Chloroformbehandlung wurde 
abermals gepulvert, Gewicht dann 345g. 30g davon wurden 
abermals mit 300 ccm Alkohol von 96°/, Tr bei 60° C und 
neutraler Reaktion ausgezogen, der Riickstand dann nochmals 
mit Chloroform; der in CCl,H aufgenommene Alkoholriickstand 
mit dem zweiten Chloroformauszug vereinigt, das Chloroform 
verdunstet und die Phosphorsiure in der Asche bestimmt; es 
ergab sich: 0,0476g P,Mg,O, 

== 0,3461 g Lecithin in 30g, in 
345 g demnach: 
3,9802 g Lecithin; 
insgesamt enthielt das Tier also: 
5,2946 g Lecithin oder: 
0,3626 °/, vom Lebendgewicht. 


II. Versuch. 


Kin 3020 g schweres Kaninchen wurde verarbeitet; der 
Tierbrei wog 2814 g, die in genau gleicher Weise behandelt 
wurden wie in Versuch I. Der nach der Alkoholextraktion 
verbleibende trockene Riickstand wog 1074 g, die mehrmals 
méglichst fein gepulvert wurden; 50 g des gut durchgemischten 
Pulvers wurden sodann wieder wie beschrieben extrahiert. Aus 
dem in Chloroform gelésten ersten Alkoholextrakt wurden bei 
der Veraschung erhalten: 

0,5552 g P,Mg,O, 
== 4,0363 g Lecithin. 
Aus dem Extrakt der 50g restierenden Pulvers: 
0,0520 g Mg,P,O, 
= 0,3780g Lecithin, 
folglich waren in der Gesamtmenge von 1074 g mit Alkohol 
vorbehandelten Pulvers enthalten: 
8,1194 g, 
insgésamt enthielt das Tier: 
12,1557 g Lecithin oder: 
0,4025°/, vom Lebendgewicht. 
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Ill. Versuch. 


Ein 420 g schwerer Igel wurde nach Entleerung des Magen- 
Darmkanals und der Blase gemahlen; der Brei wog 396,2 g, 
die wie beschrieben behandelt wurden; der nach der Alkohol- 
behandlung verbleibende trockene Riickstand wog 108,845 g, 
die 12 Stunden lang in 3 Soxhletapparaten mit Chloroform 
extrahiert wurden; dieser Chloroformauszug wurde mit dem in 
Chloroform aufgenommenen Alkoholauszug vereinigt, das Chloro- 
form verdunstet; Riickstand verascht, ergab: 

0,4510g Mg,P,O-. 
3.2788 ¢ Lecithin oder: 
0,7995 g°/, vom Lebendgewicht. 


IV. Versuch. 


Ein 1450g schweres Kanichen wurde durch Nackenschlag 
getétet; das Tier dann rasch abgezogen, ausgeweidet, Magen- 
Darmkanal und Blase entleert. Die einzelnen Organe wurden 
oberflachlich mit FlieBpapier abgetrocknet und gewogen, dann 
zerkleinert, bei 60° C getrocknet, dann wie friiher ausgezogen 
und der Phosphorgehalt der Extrakte bestimmt. 





a Gewicht Gewicht pon so Lecithin Lacithin Lecithin 
ge y Zz ° _ = . Mad 
we Cl tet | eee | | ee 
Lunge. ... 6.8 1,7 0,014 0.1018 15 5.99 
eee 3,95 1,10 0,0085 0.0618 1.58 5,618 
Gehim ... 8.63 2.675 0.0452 0.3286 3,807 12,23 
Riickenmark . 3,08 0,95 0,0440 0,3199 10.38 33,62 
Nieren ... 9,04 2,< 0,0136 0.0989 1,094 4,30 
| 0,77 0,22 0.0010 0.007% 0,935 3,27 
Beem. 2. 4.54 0.81 0.0034 0.0247 0544 3.05 
Magen... 18,12 5,4 0.0196 0.1528 0,843 2,67 
Leber... .] 51,02 13,775 — 0,0800 0,5816 114 4,22 
me ss ee 93,1 23,28 0,0154 O.1119 0,12 0.48 
Galle .... 0,72 0,105 Spuren  Spuren — 
ae 46,92 7,15 0,0090 0,0654 0,14 O914 
Muskeln . . . | 499,246 110,565 0.4072 2.9603 0,593 2,68 
Knochen . .]| 110.37 76.0 0,0296 0.2152 0.195 0283 
Pen... « «) Be 73,0 0.0570 0.4144 0,237 0,568 
Knochenmark 2,1 . 0.0131 0,0952 4.53 





a 


mie lengeegen a 
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Gesamtlecithingehalt in den untersuchten Organen: 
5,5398 g oder: 
0,382 °) 


» vom Lebendgewicht des Tieres. 


V. Versuch. 
Ein 3480g schweres Kaninchen wurde in genau gleicher 
Weise verarbeitet wie im vorhergehenden Versuch. Das Er- 
gebnis zeigt folgende Tabelle: 





Lecithin Lecithin 
in’, des in °),, des 
frischen trocknen 
|! Organs Organs 


Im Extrakt 


gefundene Lecithin 


ing 


Gewicht Gewicht 
ing ing 
Lebend Trocken 


Organ 


Mg. P,O,in g 





Herz 

Gehirn 
Riickenmark . 
Nieren 
Lungen 
Magen 
Leber... 
Blut 
Hoden 
Nebennieren . 
Darm . 
Milz 
Augen... 


Muskeln . . 
Knochen 


Knochenmark 


2,785 
3,81 
1,58 
5,71 
5,145 
7,93 


10,455 
12,24 
4,86 
20,66 
19,895 
33,77 


. 164,39 46,14 


49,91 9,66 
12,41 , 3,77 
0,485 0,21 


. [203,66 80,65 


1,69 0,42 
5,77 0,66 


. 11562,9 390,75 


. « (253,215 '172,2 


368,0 168,0 
11,406 — 





0,0234 
0,066 
0,073 
0,045 
0,042 
0,043 
0,2170 
0,0108 
0,0176 
0,0016 
0,0862 
| 0,0030 
0,0012 


‘{0,0438 
none . 


| 0,0616 
0,0908 
0,0140 


0,1701 
0,4798 
0,5807 
0,3272 
0,3053 
0,3126 
1,5776 
0,0785 
0,1279 
0,0116 
0,6267 
0.0218 
'0,0087 
ae 0,3184) in 


0,4478 
0,6601 
0,1018 


1,627 ! 


3,92 


6,108 


12,593 


11,948 36,75 


1,58 
1,54 
0,925 
0,959 
10,1575 
1,03 
2,39 


0,308 


1,29 
0,15 


0,624 


= 2 0.3184) 508 


0,177 
0,179 
0,89 


5,73 
5,93 
3,94 
3,42 
0,815 
3,39 
5,54 
0,777 
5,20 
1,32 


2,49 
0,260 
0,392 


Gesamt 
Lecithin d. 
Muskels 
9.7473 


Der Gesamtlecithingehalt des Kaninchens betrug demnach 


15,586 g == 0,4478 °/, des Lebendgewichts. 
Im Mittel aus zwei Analysen ergibt sich fiir die einzelnen 
Organe des Kaninchens demnach: 
Prozentgehalt an Lecithin 


Lebend 
1,52 
1,603 
3,863 

11,164 
1,34 


Trocken 
5,96 
5,863 

12,41 

35,18 
5,02 


Lunge 

Herz 

Gehirn . 
Riickenmark . 
Nieren . 
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Milz 

Augen 
Leber 
Magen 
Darm 
Blut. 
Muskeln . 
aadiniiagh 
Knochen 
Fell. . 
Nebennieren 
Hoden . 


Lebend 


1,19 
0,35 
1,07 
0,884 
0,214 
0,149 
0,609 
2 ai 
0,186 
0,208 
2,39 
1,03 


Prozentgehalt an Lecithin 


Trocken 


VI. Versuch. 


Bei einer Katze von ca. 
und 5. Versuche bei dem Kaninchen 


gleicher Weise wie im 4. 


der Lecithingehalt der Organe bestimmt. 


folgende Tabelle: 


4,23 
2,19 
3,82 
3,31 
0,629 
0,863 
2.59 


0,271 
0,480 
5,54 
3,39 


2500 g Gewicht wurde in genau 


Das Ergebnis zeigt 





Ge- Ge- 
wicht wicht 

in g in 
Lebend Trocken 


Leber 
Milz 
Nieren 
Gehirn 


Riickenmark . 


Herz 
Lunge . 


Nebennieren . 


85,25 
46 
17,85 
23,45 
8,89 
9,83 
15,96 
0,186 





23,87 


1,85 
4,83 
7.7 72 

3,23 


2,75 
3,57 
0,069 


Bei der Nebenniere wurde das Lecithin aus der konzen- 


Im Ex- 
trakt ge- 
fundenes 
Mg,P.0, 


in g 


0,1640 
00,0010 
0,0416 
0,1446 
0,1164 
0,0172 
0,0300 


in g 


1,1923 


0,0073 
0, 3024 
1,0512 
0,8463 
0,1250 
0,2181 
0,0037 


Lecithin 
‘Lecithin in °/, des in °/, 
frischen 
Organs 


1,39 
0,09 
1,69 
4,48 
9,52 
1,27 
1,36 
1,98 


Lecithin 


des 


trockenen 
Organs 


4,99 
0,39 
6,26 
13,74 


26,20 


4.55 
6,10 
5,36 


trierten Chloroformlésung mit Aceton gefallt und gewogen. 


VII. Versuch. 


Ein 410 g schwerer Igel wurde in gieicher Weise auf den 
Lecithingehalt seiner Organe untersucht wie in den vorher- 
gehenden Versuchen Kaninchen und Katze. Die erhaltenen 
Werte finden sich in folgender Tabelle zusammengestellt: 





. Nerking: 














Ge- Ge- Pa 8 gel mo Lecithin Lecithin 
Organ wicht ~—wicht aan Sl Lecithin in °/, des in °/o des 
ing ing Mg,P,0, in g__ lebenden trockenen 
Lebend Trocken = g a Organs Organs 
Herz 3,05 0,61 0,0088 0,0640 2,09 10,49 
Leber 23,49 6,53 0.0470 0,3417 1,454 5,23 
Lunge 10.68 2,14 0.0126 0,0916 0,858 4,28 
Milz 3,935 0,865 0.0078  0,0567 1,44 6,56 
Nieren . 5,41 1,19 0,0140 = 0,1018 1,88 8,55 
Gehim. 2,75 0,515 0.0158  0,1149 4,18 22,31 
Riickenmark 0,45 0,16 0,0040 00,0291 6,47 18,19 
Hoden. 2,99 0,51 0,0079  0,0577 1,92 11,27 
Magen . 4,19 0,73 0,0064 0,0465 1,11 6,37 
Darm 22,97 3,67 0,0072  0,0553 0,2411 1,508 
Nebennieren 013 0,03 0,0038  0,0276 21,23 92,00 
Galle 0,49 0,065 Spuren Spuren Spuren  Spuren 
Knochenmark 0,15 — 0.0086  0,0625 41,7 — 
Muskeln 150,0 40,5 0,2068 1,5034 1,002 3.71 
Knochen 31,0 21,2 0.0254 0,1847 0,596 0,871 
Fell 170,0 103,55 0.0834 0,6063 0,356 0,585 





Der Gesamtlecithingehalt des Igels in den untersuchten 
Organen betrug also: 3,3677 g oder 0,8214°/, des Lebend- 
gewichts. 

Bemerkenswert ist der hohe Lecithingehalt im Knochen- 
mark und den Nebennieren des Igels. Im frischen Igelblut 
fand ich: 

0,265 °/, und 
0,213 °/, Lecithin. 

Die Summe der festen Bestandteile des Blutes betrug in 
zwei Versuchen: 22,51°/, und 19,93°/,. Das Igelblut 
aéuBerst viskés und erstarrt schon nach wenigen Sekunden zu 


ist 


einer Gallerte. 

Auffallend ist der hohe Gesamtlecithingehalt des Igels. 
Bekanntlich gilt der Igel, als wenn auch nicht absolut immun, 
doch ziemlich giftfest gegen Schlangengift. Nach den 
Kyesschen und Sachsschen Untersuchungen itiber das sog. 
Cobralecithid erwartete ich beim Igel nur wenig oder gar kein 
gerade das Gegenteil aber ist der Fall. 


sO 


Lecithin anzutreffen, 


Ist nun das Lecithin des Igels anders beschaffen als sonst aus 
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Tierorganen gewonnenes oder enthalt der Igel und besonders 
das Blut andere die aktivierende Tatigkeit des Lecithins bei 
der Hiamolyse durch Cobragift hemmende oder aufhebende 
Substanzen, und dabei denke ich in erster Linie an Mucin oder 
Glykogen; ist tiberhaupt die so oft behauptete Giftfestigkeit 
des Igels richtig. Die weitere Frage ist, ob zwischen diesem 
Igellecithin und Cobragift auch das von Kyes in seiner inter- 
essanten und grundlegenden Arbeit beschriebene Lecithid sich 
bildet oder ob Differenzen zwischen den einzelnen Lecithinarten, 
deren es sicher mehrere gibt, in bezug darauf bestehen. Die 
Priifung aller dieser Fragen habe ich in Angriff gnommen und 


werde denmachst dariiber berichten. 











Studien fiber das amylolytische Ferment im Hafer. 


Von 
Paul Klempin. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Kgl. Tierirztlichen Hochschule 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 10. April 1908.) 


Bei den Studien iiber die proteolytischen Fermente in einigen 
pflanzlichen Nahrungsmitteln') hatten wir aus Hafer einen 
Glycerinextrakt dargestellt, der sich nicht allein proteolytisch, 
sondern auch amylolytisch als sehr wirksam erwies. 

Geschroteter Hafer, Hafermehl erwies sich weniger giinstig, 
wurde 24 Stunden in einer elektrisch betriebenen Kugelmiihle 
mit einem Gemisch gleicher Teile Wasser und Glycerin még- 
lichst intensiv zermahlen, der feste Riickstand alsdann in einer 
Filterpresse abgepreBt und das ablaufende, triibe Filtrat in hohen 
Zylindern durch Sedimentieren geklart. Die nach einigen Tagen 
abgeheberte, braungelbe Fliissigkeit wurde durch Wattebauschen 
noch mehrmals filtriert. 

Dieser so dargestellte Glycerinextrakt erwies sich auch 
nach wochenlanger Aufbewahrung im Eisschranke amylolytisch 
wirksam gegen Starkelésung. 

Obwohl die Methodik noch viel zu wiinschen iibrig lieB, 
so hat sich doch schon eine Reihe von Forschern dem Studium 
der Pflanzendiastasen gewidmet und eine Zahl interessanter 
Probleme gelést. Ich erinnere nur an die Arbeiten Ellen- 
bergers*) auf diesem Gebiete, die fiir die spitere Erforschung 


1) Aron und Klempin, Diese Zeitschr. 9, 163, 1908. 

2) Ellenberger, Arch. f. wissensch. u. prakt. Tierheilk. 13, 188; 
14, 62; 20,23. — Jahresb. d. Gesellsch. f. Natur- und Heilk., Dresden 1886 87, 
160. — Skandin. Arch. f. Physiol. 18, 306. 
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der pflanzlichen Enzyme grundleyend geworden sind. Wie 
Ellenberger bereits gezeigt hat, ist durch die Mitwirkung 
der amylolytischen Pflanzenfermente bei der Verdauung die be- 
deutende Amylolyse zu erkliren, die im Digestionstractus, 
speziell im Magen der Pflanzenfresser stattfindet. Auf die grobe 
Bedeutung dieser Pflanzenfermente, die in ihrer Wirkung noch 
machtiger sind als z. B. das proteolytische Ferment im Hafer, 
hier weiter einzugehen, halte ich nicht fiir notwendig, sondern 
verweise auf die Arbeiten Ellenbergers, in denen die Wichtig- 
keit dieses Enzymes gebiihrend gewiirdigt wird. 

Von Interesse erschien es mir, die Wirkungsweise des 
Fermentes weniger vom praktischen, als mehr vom thevretischen 
Standpunkt zu untersuchen, d. h. festzustellen, in welcher 
Weise die Temperatur, die Zeitdauer und die Fermentmenge 
die Wirkung des Fermentes beeinflussen. 

Die Frage nach dem Temperaturoptimum war schon durch 
Hofmeister’) untersucht worden. Hofmeister studierte die 
Wirkung des Fermentes bei 16 bis 18°, 39 bis 40°, 50 bis 60° 
und 60 bis 75°. Héher hinauf ging er nicht. Er fand, daf 
das Optimum der Wirkung bei Kérpertemperatur liegt. 

Die Frage nach dem EinfluB von Zeit und Fermentmenge 
war insofern von Interesse, als unsere Kenntnisse von dem Ein- 
fluB dieser beiden Faktoren auf die Fermente noch keineswegs 
sichere sind. — So behaupten z. B. beim Trypsin die einen 
Forscher (Vernon?), Oppenheimer und Aron®*)) dieses folge 
dem sog.Schiitz-Borissowschen Gesetze*), andere (Volhard’), 
Léhlein),® GroB‘)) wieder, es folge ihm nicht. Es schien 
mir daher der Miihe wert, zu versuchen, diese Frage fiir die 
Nahrungsmittelfermente zu lésen. 

Um zu erkennen, ob das Enzym in dem Glycerinextrakt 
iiberhaupt auf Starke einwirkt, stellte ich folgenden Versuch 


1) Hofmeister, Arch. f. wissensch. u. prakt. Tierheilk. 20, 23. 

2) Vernon, Journ. of Physiol. 26, 405, 1901. 

3) Oppenheimer und Aron, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 
4, 279. 

4) Huppert und Schiitz, Pfliigers Archiv 80, 470. 

5) Volhard, Miinch. med. Wochenschr. 1907, Nr. 9, 403. 

6) Léhlein, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 120 bis 143. 

7) GroB, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 58, 157, 1907 
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an: Zwei Erlenmeyerkolben A und B mit je 100 ccm einer 
10°/,igen Starkelésung wurden mit 150 ccm Extrakt versetzt. 
A wurde */, Stunde im Wasserbade erhitzt, B dagegen blieb 
ungekocht; das Enzym konnte also in B seine volle Wirksam- 
keit entfalten. Beide Kolben verblieben 24 Stunden im Brut- 
schranke, der eine Temperatur von 39° besaB. Nach dem 
Herausnehmen wurde auch in B das Enzym durch */, stiindiges 
Kochen getétet und dann wurde, wie vor dem Einstellen in A, 
jetzt auch in B das Volumen wieder auf 250 ccm gebracht. 
Der Inhalt beider Kolben wurde dann mit essigsaurem Blei 
gefallt, mit Kaolin durchgeschiittelt') und durch Wattebauschen 
abfiltriert. Polarimetrisch stellte ich dann fest, daB das Fil- 
trat B eine um 1,7° starkere Drehung zeigte als das Filtrat A. 
Also hatte tatsiachlich das im Glycerinextrakt enthaltene Enzym 
einen Teil der Starke in Zucker verwandelt. 

Bei meinen folgenden Versuchen bediente ich mich einer 
einfacheren 


Methodik. 


indem ich das Prinzip der in jiingster Zeit von Wohl gemuth’*) 
beschriebenen Methode anwandte. 


Zur Herstellung der Stiirkelésung benutzte ich die ,,lésliche Stirke* 
von Kahlbaum. 5 g Stirke wurden in etwas kaltem destillierten 
Wasser gelést und darin verriihrt, bis sich eine gleichmaBige Suspension 
gebildet hatte und diese Masse dann unter Umriihren in ein Gefi8 mit 
kochendem Wasser gegossen. Nach Abspiilen der GefiiBe usw. und Er- 
kaltenlassen der Fliissigkeit wurde diese in einen MaBkolben gespiilt, mit 
kaltem destillierten Wasser nachgespilt und die Fliissigkeit auf 500 ccm 
aufgefiillt. So erhielt ich eine 1°/,ige Stirkelésung, die sich bei Zusatz 
von etwas Thymol langere Zeit hielt. Trotzdem habe ich aus Zweck- 
maBigkeitsgriinden immer wieder von Zeit zu Zeit frische Lésungen her- 
gestellt. 

Der Gang der Untersuchung gestaltete sich folgendermaBen: 

Eine bestimmte Anzahl von Reagensglisern wurden mit je 1 ccm 
Stairkelésung und mit ansteigenden Mengen des Glycerinextraktes be- 
schickt. Dann wurden simtliche Glaser mit einer Mischung von gleichen 
Teilen Glycerin’ und Wasser auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt 
und gleich in ein GefiS mit kaltem Wasser gestellt. Die Anwendung 
des kalten Wassers sollte eine vorzeitige Fermentwirkung verhindern. 


1) Rona und Michaelis, Diese Zeitschr. 5, 366, 1907. 
2) Wohlgemuth, Diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
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Dann kamen die Rohrchen gleichzeitig in ein Wasserbad von bestimmter 
Temperatur und verblieben darin eine festgesetzte Zeit. Nach dem 
Herausnehmen kamen sie wieder alle in kaltes Wasser, so daB die Ferment- 
wirkung iiberall gleichzeitig koupiert wurde. Nach dem Abkiihlen kam 
in jedes Glischen die gleiche Anzahl von Tropfen einer '/,,. Normal- 
Jodlésung, dann wurde umgeschiittelt. Hierauf wurde der ,,limes‘, d. h. 
die unterste Grenze der Wirksamkeit bestimmt. Diejenigen Glischen, 
die keinen blauen Farbenton zeigten, wurden als ,,verdaut* betrachtet 

Abweichend von der Wohlgemuthschen Methode habe 
ich meine Glaschen nicht nach dem Herausnehmen, sondern 
vor dem Einfiihren in das Wasserbad auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefiillt. Dies erwies sich bei den gréBeren Mengen- 
verhaltnissen meiner Fermentlésung als geeigneter. 

Ich habe ferner, wie schon angedeutet, nur das Prinzip 
der Wohl gemuthschen Methode benutzt. Die Versuche wurden 
stets so arrangiert, daB der Punkt bestimmt wurde, bei dem 
eine gleiche Menge Starke (1 ccm der Lésung) in gleicher Kon- 
zentration verdaut worden war. An Stelle einer ,,Tipfelprobe*‘ 
erwies sich das von Wohlgemuth vorgeschlagene Verfahren 
als sehr bequem. 

Simtliche Versuche wurden in neutraler Reaktion vor- 
genommen, denn Scheunert und Grimmer’) haben durch 
ihre Untersuchungen gezeigt, daB das Ferment des Hafers auch 
bei alkalischer Reaktion wirksam, bei saurer dagegen unwirksam 
ist. Ein Versuch nach dieser Richtung hin erschien mir daher 


nicht notwendig. 


Untersuchungsresultate. 


Zuerst muBte ich feststellen, ob die Methode Wohlgemuths 
auch fiir mein Ferment anwendbar ist. Denn z. B. die Methode 
von Gro8?*) zur Bestimmung der Wirksamkeit des Trypsins, 
die im Prinzip darauf beruht, da8 nach einer bestimmten Zeit 
das gesamte zugesetzte Eiweif’ durch das Ferment verdaut ist, 
konnte, wie diesbeziigliche Versuche zeigten, fiir das proteo- 
lytische Ferment des Hafers keine Anwendung finden, da 
dieses Ferment nur einen Teil vom zugesetzten Eiweili ver- 
daut, also niemals vollkommene Verdauung erreicht wird. 


1) Scheunert und Grimmer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 27. 
2) GroB, loc. cit. 
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Der Vorversuch gestaltete sich folgendermafen : 
Tabelle I. 
Glas 7.:, Stirkelésung Extrakt Glycerin — 
Nr. Zeit (1°/, ig) menge und Wasser Bemerkungen 
] 1 Std 1 ecm 4 ccm 11 ccm blau 
3 |! l 5 10 blau 
2 \] l 6 9 blauviolett 
4 i! l 7 8 violett 
5 1 ] 8 7 limes 
6 1 ] 9 6 gelbrot 
7 33 l ” ws 5 —= 
a l | 4 — 
Aus diesem Versuche ergibt sich, daB 8 ccm der an- 


gewandten Fermentlisung nach 1 Stunde 1 cem Starkelésung 
(1°/,ig) véllig verdaut haben. Die Wohlgemuthsche Methode 
liefert also auch bei dem saccharifizierenden Ferment des Hafers 
scharfe Umschlage. 

Um zu erfahren, ob es von Bedeutung ist, daB man auf 
ein bestimmtes Volumen auffiillt, setzte ich einen weiteren 
Versuch an (Tabelle II), der mit dem vorhergehenden genau 
iibereinstimmte, nur wurde nicht mit Glycerin-Wasser auf das 


gleiche Volumen aufgefiillt. 


Tabelle II. 





ig Zeit Starkeliésung mutrekt- Bemerkungen 
Nr. menge 

l 1 Std. 1 ccm 4 ccm blau 

2 1 1 iia blau 

3 ] 1 6 blauviolett 

4 1 ] 7 violett 

5 i ] 8 limes 

6 l iz 9 gelbrot 

7 1 1 ws — 

S we 1 se « — 


Ein Blick auf beide Tabellen zeigt uns, daB es fir die 
Bestimmung des limes gleichgiiltig ist, ob man auffiillt oder 
nicht, das Enzym ist stets gleich wirksam. Trotzdem habe 
ich bei allen Versuchen spater auf 16 ccm aufgefiillt, weil es 
bei der Beurteilung des Farbentones von Bedeutung ist, stets 
die gleiche Konzentration zu haben. 
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Da pflanzliche Fermente oft bei sehr hohen Temperaturen 
besonders wirksam werden (Papayotin'), war es meine weitere 
Aufgabe, die Wirksamkeit des Fermentes bei verschiedenen Tem- 
peraturgraden kennen zu lernen. 

Der Extrakt selbst, der im Eisschranke bei einer Tempera- 
tur von 4—6° C gewonnen wurde, war fast zuckerfrei. Das 
Enzym war also bei dieser Temperatur noch unwirksam. 

Ein anderer Extrakt, der bei Zimmertemperatur aus 
Hafermehl hergestellt wurde, wies groBe Mengen Zucker auf. 
Da der Hafer fiir gewohnlich nur Spuren von Zucker enthalt,*) 
so ist dies ein Beweis dafiir, daB das Enzym schon bei 
Zimmertemperatur, also bei etwa 15 bis 20°, wirksam ist. Es 
wurde dann durch je eine Versuchsreihe nach dem Schema, 
das Tabelle III zeigt, festgestellt, welche Extraktmengen er- 
forderlich sind, um bei 25°, 30°, 35°, 40°, 45°, 50°, 60°, 70°, 
75°, 80°, 85°, 90°, 95° und 100° die gleiche Menge (1 ccm) 


Starkelésung vollstandig zu verdauen. 


Tabelle III. 








Glas Zeit Stirkelésung Extrakt- Glycerin u. Wasser 
Nr : (1°/, ig) menge zu gleichen Teilen 

} 1 Std. ] ccm 1 ccm 14 com 

2 l l 2 13 

3 | 1 3 12 

4 | l 4 ll 

5 ] l 5 10 

6 ] l 6 9 

7 l . £ 7 8 

s ] a s 7 

12 o _ 3 

13 l _ i * 2 

14 zz E ~~ 14 on 

15 . w« 1 15 


Die folgende Temperaturkurve gibt das Resultat diese: 
Versuche in iibersichtlicher Form wieder: 


1) Fuld, private Mitteilung. Siehe auch Hofmeister, Arch. f. 
wissensch. u. prakt. Tierheilk. 20, 25. 
*) Ellenberger, Arch. f. wissensch. u. prakt. Tierheilk. 18, 188. 
Biochemische Zeitschrift Band X. 14 
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1 | | 4 Pa 1+ ! 
5° 10° 15° 20° 35° 30° 35° WO” 45° 50° 55° 60° 65" 10° 75° 30° 85° 70° 
Fig. 1. 


In der Figur geben die Zahlen auf der Abscisse die 
Temperaturgrade, die Zahlen auf der Ordinate dagegen die 
Kubikzentimeter an, welche erforderlich sind, um bei der be- 
treffenden Temperatur vollige Verdauung herbeizufiihren. Die 
Sterne bedeuten die durch die einzelnen Versuche festgestellten 
, limes‘‘-Werte. 

Die Temperaturkurve beginnt von 25° an rasch zu steigen 
und erreicht ihren Héhepunkt bei 45°, bleibt bis 70° etwa auf 
derselben Héhe und fallt dann wieder rasch. Bei 80° ist noch 
eine deutliche Wirksamkeit des Enzyms vorhanden, bei 85° 
ist dieselbe sehr gering (die letzten Glaser der Versuchsreile 
waren etwas angedaut), verschwindet immer mehr und ist bei 
90 bis 95° gleich Null. 

Es ergibt sich demnach: 

I. Das Optimum der Fermentwirkung liegt zwischen 40° 

und 70°. 

II. Das Ferment halt hohe Temperaturgrade aus, ohne 

geschwiicht zu werden; erst beim Erhitzen auf 90 bis 95° 
wird es vollkommen getitet. 


Meine zweite Aufgabe war es nun, iiber die Bezichung, 
die zwischen Zeitdauer und Fermentmenge besteht, etwas zu 
erfahren. Mit anderen Worten, ich versuchte festzustellen, ob 
das Ferment bei seiner Wirksamkeit dem sog. Schiitz- 
Borissowschen Gesetze') folge oder nicht. Das Gesetz besagt 
bekanntlich, daB die Mengen der Verdauungsprodukte — in 


1) Huppert und Schiitz, loc. cit. 
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diesem Falle die Mengen des gebildeten Zuckers, Dextrins usw. — 
einerseits den Fermentmengen, andererseits den Quadratwurzeln 
aus den Zeiten proportional sind. 


Versuchsanordnung. 

Ich habe meine Versuche so arrangiert, da ich bei 
steigenden Zeiten diejenige Fermentmenge festgestellt habe, 
welche notwendig ist, eine gegebene Menge Starke vollkommen 
zu verdauen; mit anderen Worten, es wurde untersucht, wie 
derselbe Effekt bei steigenden Fermentmengen und _ fallenden 
Zeiten resp. bei fallenden Fermentmengen und steigenden Zeiten 
erreicht wird. Samtliche Versuche wurden bei einer Temperatur 
von 39 bis 40° ausgefiihrt. 

Zunichst wurde mit Fermentmengen um je 2 ccm ansteigend 


{s. Tabelle IV) festgestellt, innerhalb welcher Grenzwerte der zu er- 
wartende Wert liegen muBte. 


Tabelle IV. 





Glas Starkelésung Extraktmenge Glycerin u. Wasser 
Nr. (1°/,ig) , zu gleichen Teilen 
1 1 ccm 1 cem 14 ccm 
: - 4 e x = » 
3 , « & » w 
4 _ 7 eS 4 
5 » w S » OS 
6 e Zs a 
7 = 2 
8 _ iS ws _ 


Dann wurde durch einen zweiten Versuch der Wert zwischen den 
so ermittelten Grenzwerten, z. B. zwischen 5 und 7 cem, bis auf ?/, ccm 
beschrankt (vgl. Tabelle V) 





Tabelle V. 
Glas "ee . } . Glycerin u. Wasser 
Nr. Stirkelésung Extraktmenge zu gleichen Teilen 
1 com 5 ccm 10 cem 
2 Bm Ble 1 91/. .. 
3 _ ae i) 
4 1 ” 61/, ” 8! 2 »» 
5 l ” 7 * 8 ” 


und schlieBlich, nachdem so die Grenze bis auf '/, ccm gezogen worden 
war, der ,,limes“* durch eine 3. Versuchsreihe bis auf 4/,, ccm genau 
bestimmt (vgl. Tabelle VI). 


14* 
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Tabelle VI. 





Glycerin und Wasser 


Glas Nr. Starkelésun Extraktmenge , : 
8 g zu gleichen Teilen 
] 1 ccm 5°/,. ecm 9°/,9 ccm 
2 = Fla x _, a 
3 1 | on ae 
4 _ Bre 97/19» 
5 1 , 5"/i0 N/io 
9 L iss 6/10 ” 87/16 ” 
10 . « oh. x re. ws 
ll Sis Vin S’iio os 


Versuchsresultate. 


Es ergaben sich aus den Versuchen folgende Resultate: 
Menge des Extraktes, die erforderlich ist, um 
Zeit 1 cem Stirkelésung (1°),ig) zu verdauen 


1/,Stunde . . . . 7,3ccm 
] 7 6.3 ,, 
2Stunden... . 36 ,, 
4 mo i ce pe 
8 1,8 


Nehmen wir jetzt als Einheit die Zeit t=—'/, Stunde und 
als Einheit der Fermentmenge f= 0,9 ccm Fermentlésung, so 
miBte sein, wenn das Ferment der Schiitz-Borissowschen 
Regel folgen wiirde: 

f- Vt == Konst. 


Nun ist vollkommene Verdauung erreicht: 





Zeit Ferment- Ferment- 
Stunden rs ; losung menge f-¥t=—C 
Einheiten mee: 
ccm Einheiten 
1/, 1 7,3 8,1 8,1-y1 8,1 
] 2 5,3 5,9 5,9 -y2 8,3 
2 4 3,6 4 4-\4 8,0 
4 s 26 29 2,9-y8 —82 


. 16 18 2 2-\16 = 8,0 
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Die erhaltenen Konstanten C —f-\t stimmen in allen Ver- 
suchen — wie die letzte Kolumne zeigt — gut iiberein, wir 
kénnen deshalb wohl ohne Frage schlieBen, daB das Ferment 
sehr gut dem Schiitz-Borissowschen Gesetze folgt. 


Ergebnisse. 

I. Das Optimum der Wirkung des in Form eines Glycerin- 
extraktes dargestellten amylolytischen Haferfermentes liegt etwa 
zwischen 40°—70°. Hohen Temperaturen gegeniiber ist das 
Ferment sehr resistent; erst bei einer Temperatur von 90 bis 
95° wird es vollstandig wirkungslos. 

II. Verdauungsversuche mit Starke ergeben, daB das Fer- 
ment der Schiitz-Borissowschen Regel folgt: f-)t— Konst 


Ich bin dem wissenschaftlichen Assistenten des Instituts, 
Herrn Dr. Aron, unter dessen Leitung ich meine Versuche 
ausfiihrte, zu lebhaftem Danke verpflichtet und gestatte mir, 
demselben auch an dieser Stelle Ausdruck zu geben. 











Zur Methodik der Destillation der Aminosaurenester 
mittels der Geryk-Pumpe. 


Von 
P. A, Levene und D. D. van Slyke. 
(From the Rockefeller Institute for Medical Research, New York.) 


(Eingegangen am 14. April 1908.) 


Die groBen Fortschritte in der Kenntnis von der Zu- 
sammensetzung der Proteine sind durch die Einfiihrung der 
fraktionierten Destillation der Aminosaéurenester von E. Fischer 
erreicht worden. — Die Konstruktion des zu diesem Zwecke 
gebrauchten Apparates ist von E. Fischer und Harries aus- 
gearbeitet worden.’) — Um das hohe Vakuum bei der Destil- 
lation zu erhalten, ist der Gebrauch von fliissiger Luft er- 
erforderlich. — Dieses erwies sich als Nachteil, hauptsachlich 
an solchen Orten, wo die fliissige Luft nicht leicht zuganglich 
ist. — So ist ihre Beschaffung in New York eine sehr kost- 
spielige und umstandliche Aufgabe. — Nun schien es uns még- 
lich, das Vakuum dadurch zu bewahren, da8 man die Daimpfe, 
die nach Angaben von E. Fischer und Harries durch fliissige 
Luft kondensiert werden, nur mittels Schwefelséure absorbiert. 
Das GefaB, welches zum Einstelien in fliissige Luft gebraucht wird, 
ist erst mit Glaswolle und dann mit Schwefelsiure gefillt. — 
Die Destillation wird in iiblicher Weise bis auf 70° bis 80° C 
bei 10 bis 12 mm Druck mit der Wasserstrahlpumpe ausgefiihrt 
und dann mit der Geryk-Pumpe fortgesetzt. — Das Schwefel- 
siuregefaB wird in eine Kaltemischung eingestellt. — Wir haben 
mehrere Destillationen auf diese Weise ausgefiihrt und einen 
Druck von 0,4 und Ofters von 0,25 mm erreicht. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2158, 1902. 
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Uber die Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren 
13. Mitteilung. *) 
Uber ein Verfahren zur Gewinnung der Purinbasen. 
Von 
P. A. Levene und John A. Mandel, 


(From the Rockefeller Institute for Medical Research, New York and 
from the New York University and Bellevue Hospital Medical College, 
New York.) 


(Eingegangen am 14. April 1908.) 


Trotz des regen Interesses und der vielfachen Arbeit 
auf dem Gebiete der Nucleinchemie ist doch die Zusammen- 
setzung der Nucleinsiuren bei weitem noch nicht aufgeklart. 
Dieses ist dadurch verursacht, daB bis jetzt noch kein genaues 
Verfahren zur quantitativen Gewinnung der Komponenten der 
Nucleinséure bekannt ist. Nur auf diese Weise erkliren sich 
die groBen Unterschiede in den Resultaten, die von verschie- 
denen Autoren erhalten wurden. Die Hauptschwierigkeit traf 
man bei der Darstellung der Purinbasen. Zwar wollte Steudel?) 
in der Salpetersdure neuerdings ein Mittel gefunden haben, welches 
eine genaue Erklarung der Nucleinséiurechemie erméglichen sollte. 
Doch sind seine eigenen Erfahrungen bei der Analyse der Pyrimidin- 
basen solcher Art, da8 man auf diese sich stiitzend die Salpeter- 
siure nicht als ein hydrolisierendes Mittel empfehlen kann. Wir 
haben deshalb unsere Bemiihungen um ein befriedigendes Ver- 
fahren zur Gewinnung der Purinbasen nicht aufgegeben, und sind 
endlich zu einer Methode gelangt, welche zu ziemlich reinen 


') Die friiheren Mitteilungen s. Zeitschr. f. physiol. Chem. 32 bis 
50 und diese Zeitschr. 4, 5 u. 9 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 406, 1906. 
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Praparaten ohne groBe Miihe fiihrt. Nach unserer Erfahrung war 
die Schwierigkeit am gréBten, reines Guanin zu gewinnen. Das 
Rohguanin enthielt oft nicht mehr als 25 bis 30°/, Stickstoff. 
Das neue Verfahren erlaubt, gerade diese Substanz analysen- 
rein nach zweimaligem Umkrystallisieren zu erhaltenen. 

Die Spaltung wurde durch Essigsiiure in Anwesenheit von 
Bleizucker ausgefiihrt. Die Ausbeute der Basen hangt von der 
Dauer der Erhitzung und von der Konzentration der Essigsiure 
ab. Am giinstigsten erwiesen sich die folgenden Bedingungen: 
je 1,0g Nucleinséiure wird mit 10 ccm 25°/, Lésung von Blei- 
zucker und derselben Menge 25°/, Essigsiure etwa 4 Stun- 
den im Autoklaven auf 150° erhitzt. Das Blei wird durch Schwe- 
felsiure, die Essigsiure durch Destillation bei vermindertem 
Drucke entfernt und die Purinbasen mittels Silbersulfat gefallt. 
Die weitere Behandlung wird auf iibliche Weise ausgefihrt. 

Das Guaninsulfat, welches nach zweimaligem Umkrystalli- 
sieren erhalten wurde, besaB die folgende Zusammensetzung. 

0,2238 ¢ der lufttrockenen Substanz verloren beim Erhitzen 
auf 130°C bei vermindertem Druck iiber Phosphorpentoxyd 
an Gewicht 0.0179 g 

fiir (C,H,N,O),H,SO,-2H,0O. 
Berechnet : Gefunden: 
H.O— 8,29°/, 8,00°/,,. 


0,1129g der Substanz gaben 31,00 ccm Stickstoff (iiber 
50°/, KOH) bei t° = 17,5° und p= 760 mm 
(C,H,N.O),H,SO,-H,O. Berechnet: Gefunden: 

N 32,26°/, 32,58°/,. 

Das Rohprodukt bestand, wie man aus dem Stickstoff- 
gehalt schlieBen darf, fast aus reinem Guanin. 

0,1109 g der Substanz gaben 41,3 ccm Stickstoff bei t 

- 20° und p== 756 mm 
C,H,N,O. Berechnet: Gefunden: 
N== 46,53°/, 43,20°/,. 


Was die Ausbeute an der Base betrifft, so mu8 man zwei 
Punkte in Betracht ziehen, naimlich die absolute Menge und 
das Verhiltnis der zwei Purinbasen zueinander. Schon Kossel 
hat bei der Analyse der Thymus-Nucleinsaéure bei der Spaltung 
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von 10,0g Substanz 1,2g Adenin und 0,6g Guanin erhalten. 
Auf eine ahnliche Beobachtung sich stiitzend, ist Bang auf 
spekulativem Wege zur Annahme der Existenz einer Adenin- 
guaninthyminsaure und einer zweiten Adenin-Cytosinsiure ge- 
kommen. Wie schon erwahnt, war auch nach unserer Erfahrung 
die Ausbeute an Adenin immer besser als an Guanin. Andere 
Forscher, Schmiedeberg, Osborn und Harris’), W. Jones?), 
haben immer die Anwesenheit von aquimolekularen Quantitaten 
von Guanin und Adenin im Molekiil angenommen. Bei der 
Spaltung der Nucleinséiure mittels des Essigsiiure - Bleiacetat- 
Verfahrens war die Ausbeute an den zwei Basen immer in an- 
nahernd aquimolekularen Verhaltnissen. Die absolute Menge 
hing aber von den Bedingungen des Experimentes, wie man 
aus den folgenden Angaben schlieBen kann, ab. 

Exp. 1. 15,0g der lufttrockenen Substanz wurden mit 
150 cem 25°/, Bleiacetat und 150 cem 10°/, Essigsdurelésung 
4 Stunden am RiickfluBkiihler im Olbade auf 150° C er- 
hitzt. Es resultierte eine hellgelbe Loésung und ein betriicht- 
licher Niederschlag. Die Mischung wurde nun vom Blei mittels 
Schwefelsaure befreit, das Bleisulfat abfiltriert und zum Filtrate 
so lange eine Lésung von Silbersulfat zugefiigt, bis bei weiterem 
Zusatze des Salzes sich kein Niederschlag mehr bildete. Der 
Niederschlag wurde auf iibliche Art mittels Salzsiure zersetzt 
und die Purinbasen in bekannter Weise getrennt. 

Die Ausbeute an Guanin betrug 1.0g, die des Adenin- 
pikrates 2,5 g. 

Exp. 2. In einem zweiten Versuche wurden 15,0g der Nuclein- 
siure wie im vorigen Experimente behandelt, aber nach den 
ersten vier Stunden in einen Autoklaven iibertragen, und dann 
die Erhitung auf 175°C acht Stunden lang fortgesetzt. 

Die Ausbeute an Rohguanin betrug 1.5g, der Nieder- 
schlag liste sich aber nicht vollstandig in verdiinnter Schwefel- 
sdure, es enthielt also etwas von einem melaninahnlichen Korper. 
Die Ausbeute an Guaninpikrat betrug 2,2 g. 

Exp. 3. 30,0g der Substanz waren mit 300ccem Blei- 
lésung und 300ccm 10°/, Essigsiure wie oben im Olbade bei 


') Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 85, 1902. 
2) W. Jones und Austrian, Journ. of Biolog. Chem. 3, 1. 
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150° 4 Stunden lang erhitzt. Nun aber wurde der Inhalt des 
Kolbens mittels eines Luftstromes in bestandiger Bewegung ge- 
halten. Dabei verdunstete ein Teil der Lésung und man 
muBte von Zeit zu Zeit von der Essigsiurelésung zusetzen. 
Im tbrigen war der Versuch wie die zwei ersteren ausgefiihrt. 
Die Ausbeute an Rohguanin, das sich vollkommen in ver- 
diinnter Schwefelsaure léste und beim Abkiihlen sich als gut 
krystallinisches Sulfat abschied, betrug 2,5g, die des Adenin- 
pikrates 4,8 g. 

Exp. 4. 15,0g Nucleinséure wurden mit Glasperlen innig 
vermischt und mit 150ccm 25°/, Lésung von Bleizucker und 
150cem einer 25°/, Essigsiurelésung 4 Stunden im Auto- 
klaven auf 150°C erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde von Blei 
mittels Schwefelsiure befreit. Die Ausbeute an Rohguanin 
betrug 1,15g, an Adeninpikrat 2,6 g. 

Bei der Spaltung mittels 2°/, Schwefelséure sind die Ver- 
haltnisse verschieden, wie das aus folgendem Experimente er- 
sichtlich ist. 

30,0g der Nucleinsiéure wurden mit 60cem 2°/, Schwefel- 
siure im Olbade auf 150°C 4 Stunden mit Riickflu8kiibler er- 
hitzt. Es resultierte eine dunkelbraune Fliissigkeit. Unlds- 
liches Melanin war nicht viel zu bemerken. Die Purinbasen 
wurden mit Silbersulfat niedergeschlagen und auf iibliche Weise 
untersucht. Die Ausbeute an Rohguanin betrug 3,5g, an 
Adeninpikrat 6,0g. Das Rohguanin enthielt aber nur 25°/, 
Stickstoff, und die Darstellung eines analysereinen Priparates 
war mit solchen Verlusten verbunden, daB man sich iiber den 
wirklichen Gehalt der Nucleinsiiure an dieser Base keine Vor- 
stellung machen konnte. Im Gegenteil war das Adeninpikrat 
von derselben Zusammensetzung wie das Rohpriaparat, das man 
bei der Essigsiurebleispaltung erhielt. So enthielt ein Rohpikrat 
bei der Essigsdurespaltung 30°/, Sticktoff, bei der Schwefel- 
sdurespaltung 28,6°/, Stickstoff. 

Es scheint also nach den beigebrachten Experimenten, daB 
die Purinbasen wirklich in aquivalentem Verhaltnisse im Mo- 
lekiile der Nucleinséiure vorkommen. Nach einer alteren Arbeit 
von einem von uns’) scheint es, daB auch die Pyrimidinbasen 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 370, 1905. 
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in demselben Verhaltnisse vorkommen. Nun bleibt es noch 
unentschieden, wie sich die Pyrimidin- zu den Purinbasen 
verhalten. 

Nimmt man mit Steudel den gesamten Stickstofigehalt 
der Nucleinséure zu 15 an, dann diirfte man auch seine An- 
sicht iiber den relativen Gehalt an den Purin- und Pyrimidin- 
basen annehmen, und in diesem Falle wiirden die von uns ge- 
fundenen Zahlen ziemlich gut mit den von Steudel berech- 
neten stimmen, wie das aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist. 
(Die Zahlen sind auf aschefreie Substanz berechnet. Die Nu- 
cleinsiiure enthielt etwa 5°), Asche und 5°), Wasser.) 

Berechnet (Steudel'): Gefunden (Levene u. Mande)): 


Adenin. . . . 9,56 8,17 
Guann. . . - 10,72 9,15 
Cytosin iss oe 7,00 
Thymin. . . 8,93 8,00 


Der Betrag an Purinbasen ist dem, welchen W. Jones 
und Adrian*) bei der fermentativen Spaltung der Nuclein- 
saure erhalten haben, sehr ahnlich. 

Nun aber ist es nicht ganz festgestellt, daB die reine 
Nucleinsaure nur 15°), Stickstoff enthilt, so waren z. B. die 
nach unserem Verfahren dargestellten Praparate oft viel reicher 
an Stickstoff. Wie aus der folgenden Tabelle zu ersehen ist, 
gibt es Praiparate mit 17°/, Stickstoff. 

Praparat I. 0,1108g Substanzen wurden fiir eine Stick- 
stoffbestimmung nach Kjeldahl verwendet. Sie verlangten 
zum Neutralisieren 13,1 ccm "®/,,-H,SO,. N == 16,50. 

0,3362 g Substanz gaben 0,1087g Mg,P,0.. P 9°/,. 

0,052 g hinterlieBen bei Verbrennung mit Calciumnitrat 
0,0142 g Asche. (Eine Korrektur auf das zugesetzte Calciumsalz 
wurde ausgefiihrt.) Asche == 28,32°/, (phosphorfrei — 8,26°/,). 

Praparat I]. 0,1082g der Substanz wurden fiir eine Stick- 
stoffbestimmung nach Kjeldahl benutzt. Sie verlangten zur 
Neutralisierung 12,7"/,,-H,SO,. N = 16,43°/,. 

0,2092 g der Substanz gaben 0,0706 g Mg,P,O.. P = 9,39°/). 

0,0954 g der Substanz mit Calciumnitrat verascht, hinter- 
lieBen 0,0263g Asche == 27,67°/,. [P,O, (frei == 6,17° ,). 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 49. 
2) Journ. of Biolog. Chem. 3, 1. 
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Priparat III. 0,1262g der Substanz wurden fiir eine Stick- 
stoffbestimmung nach Kjeldahl gebraucht. Sie verlangten 
zum Neutralisieren 14,5ccm"®/,,-H,SO,. N 16,09 °/,. 

0,1903 g der Substanz gaben 0,0616 Mg,P,0,. P = 9.01°/,. 

0,0688 g der Substanz iiberlieBen 0,0216g Asche = 31,39°/, 
(P,O,-frei == 10,79). 

Aschefrei berechnet hatten die Praparate die folgende 
Zusammensetzung : 


Praparat I: Praparat IT: Praparat III: 
N= 17,85°/, 7,50°/, 17,92°/, 
P= 9,74°/, 10,00°/, 10,08°/,. 


Es mu8 hier daran erinnert werden, da8 alle Praparate durch 
Fallung mit wasseriger Salzsdure erhalten und nachher mit 
Wasser andauernd gewaschen waren. Da die Priparate von 
Verunreinigungen ziemlich frei waren, darf man daraus schlieBen, 
daB sie bei der Veraschung eine ganz unbetrachtliche Menge Asche 
iibrig LeBen. So war es unmoglich, bei der auf iibliche Weise 
ausgefiihrten Veraschung nicht mehr als etwa 10°/, Asche zu 
erhalten, obwohl die Praparate iiber 9°/, P enthielten, und es 
jedem, der sich mit der Nucleinsdéureuntersuchung beschaftigt 
hat, bekannt ist, wie hartnickig sie vorhandene anorganische 
Basen festhalten. 

Man ist deswegen berechtigt, anzunehmen, da® der hohe 
Stickstoffgehalt den Nucleinséuren wirklich zukommt. Es ware 
sonst ganz sonderbar, daB der hohe Stickstoffgehalt, den einer 
von uns schon seit Jahren bei der Nucleinsiure beobachtet 
hat und welchen wir wiederholt fanden, immer durch Verunreini- 
gung oder durch Analysenfehler verursacht sei. 

Wenn sich die Befunde beziiglich der Stickstoffzahlen be- 
statigen, dann wiirde man die Ansicht von der Zusammensetzung 
der Nucleinsdéure, wie sie durch die Formeln von Schmiede- 
berg und Steudel ausgedriickt sind, verdndern miissen. Ein 
relativer Gehalt von 2 Pyrimidinbasen zu 3 Purinen wiirde 
besser dem Stickstoffgehalt 17°/, entsprechen, als die Annahme 
von Steudel von dem Aquimolekularen Gehalt in der Saure 
an Nucleinbasen. Wir hoffen auf diesen Gegenstand noch zu- 


riickzukommen. 
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Zur Chemie der Lebernucleoproteide. 
Erste Mitteilung. 
Uber die Guanylsiiure. 
Von 
P. A. Levene und John A. Mandel. 


(From the Rockefeller Institute for Medical Research, New York and from 
the New York University and Bellevue Hospital Medical College, New York.) 


(Eingegangen am 14. April 1908.) 


Die Ansichten tiber der Guanylsaure, die seit ihrer Ent- 
stehung nur auf die experimentelle Arbeiten von Bang und 
seinen Mitarbeitern’) basierten, haben in einer verhaltnismaBig 
kurzen Zeit mehrere Phasen erlebt. 

Otto v. Firth und E. Jerusalem*) haben zuerst die 
Existenz dieser Substanz ganz bezweifelt, sind aber jetzt ge- 
neigt, eine solche fiir die /-Guanylsdure zuzugeben; gleichzeitig 
ist Bang bereit, sich der Meinung von v. Fiirth und Jeru- 
salem anzuschlieBen, daB die «-Guanylsiure zu den Thymo- 
nucleinsiuren gehért. Auch Steudel*) nimmt die Existenz 
einer Guanylsdiure in der Pankreasdriise an. Die Guanylsaure 
soll aus dem ausgekochten Auszuge der Driisen darstellbar sein, 
wahrend der ausgekochte Rest der Driise nur die Thymo-nuclein- 
sdure liefern soll. 

Nur schien uns auch trotz der Ergebnisse der neueren 
Forschungen die Stellung der Guanylséuren zu den _ echten 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 153; 31, 411. — Beitrage z. 
chem. Physiol. u. Pathol. 2, 76. — Bang u. Raaschou, Beitrige z. 
chem. Physiol. u. Pathol. 4, 114. 

2) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10 und 11, 146. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 530. 
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Nucleinsaiuren nicht ganz klar. Nach den Angaben von Bang 
sollen sie eine ganz nahe Verwandtschaft besitzen. Die a- und 
f-Guanylsauren sollten sich aus denselben Bestandteilen der 
Driise bilden, und die erste sollte ein Abbauprodukt der zweiten 
sein. Nach Steudel sollen diese zwei Substanzen von be- 
sonderen Bestandteilen der Driise ihren Ursprung nehmen. Nun 
ist jetzt durch die Arbeiten von mehreren Forschern bekannt 
geworden, da auch das Pankreasnucleoproteid nicht nur die 
iiblichen Purin-, sondern auch die Pyrimidinbasen enthalt, es 
sollte sich dann auch aus dem Nucleoproteide eine Thymo- 
nucleinsaure darstellen lassen, und in diesem Falle blieb die 
Urache der Bildung unter gewissen Bedingungen von Thymo- 
siure, unter anderen von Guanylséure, dunkel. Es ist aber 
wohl méglich, daB das Nucleoproteid aus mehreren Substanzen 
besteht. 

Schon deswegen, und auch weil in der Kenntnis der che- 
mischen Natur dieser Substanz viele Liicken vorhanden sind, 
haben wir die Untersuchung unternommen. 

Nun ist aber die Arbeit mit der Pankreasdriise im warmen 
Klima nicht sehr bequem, und wir wollten deswegen erforschen, 
ob die Substanz auch aus anderen Organen darstellbar ist. Das 
Nucleoproteid der Leber ist in seinem Pentosengehalt dem der 
Pankreasdriise ahnlich, und es wurde deswegen ein Versuch 
gemacht, aus dieser Substanz Gmanylsiure darzustellen. Es 
gelang wirklich eine Substanz zu gewinnen, die als /-Guanyl- 
siure von Bang betrachtet werden kénnte. 

Die Darstellung der Substanz wurde auf folgendem Wege 
ausgefiihrt: Das Nucleoproteid wurde in 2°/,iger Kalilumhydrat- 
lésung iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann 
im kochenden Wasserbade eine halbe Stunde lang am Riickflub- 
kiihler erhitzt, die Lésung neutralisiert und in einem Apparate, 
der nach dem Prinzip des Faustschen Ofens konstruiert ist, 
bei 35° C bis auf ein ganz kleines Volumen eingeengt. Die 
Lésung mit dem sich schon bildenden Niederschlage wurde dann 
im Kiihlraum bei 1° C iiber Nacht stehen gelassen. Es ent- 
stand dabei ein gelatindser Niederschlag, der auf eine Nutsche 
iibertragen und mittels einer Saugpumpe abfiltriert werden 
konnte. Dieser Niederschlag konnte dann durch wiederholtes 
Auflésen in heiBem Wasser und Abkiihlen auf 1° C gereinigt 
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werden. Man kommt aber viel rascher zum Ziele, wenn man 
die Lésung des ersten Niederschlages mit Ammoniak alkalisch 
macht, mit Alkohol fallt, und diesen Niederschlag wieder aus 
heiBem Wasser durch Abkiihlen ausfallen la8t. Der letzte 
Niederschlag wird auf einer Nutsche durch Seide mit einer 
Saugpumpe abfiltriert, mit eiskaltem 50°/,igem Alkohol (die 
Konzentration des Alkohols wird allmahlich gesteigert), dann 
mit absolutem Alkohol und mit Ather gewaschen. 

Die auf diese Weise erhaltene Praparate sind ganz weil 
und geben keine Biuretreaktion. 

Die Eigenschaften waren den von Bang fiir die /-Guanylsaure 
angegebenen ahnlich, aber nicht damit identisch. Die einmal 
eingetrocknete Substanz léste sich in hei®em Wasser nicht mit 
derselben Leichtigkeit wie die frischbereitete Substanz. Sie ist 
aber leicht léslich in verdiinnten Alkalien und Siauren. Mit 
ammoniakalischen Lésungen von Silbersalzen gab die Lésung 
der Substanz keine Fallung. Sie reduzierte Fehlingsche Lésung 
nicht. Wie aus den weiter beschriebenen Versuchen zu ersehen 
ist, besaS die Substanz eine ganz merkliche Resistenz gegen 
Behandlung mit verdiinnten Alkalien und Sauren. Die Sub- 
stanz ist optisch aktiv. 0,750 g der Substanz in 50 cem einer 
3°/, igen Schwefelsaure gelést, drehte im 18,94 mm-Rohr -+- 0,20°. 

Die Lésung wurde auf 150° C 4 Stunden lang im Olbade am 
RiickfluBkihler erhitzt, sie farbte sich dabei hellgelb und drehte 
in dem Rohre —0,96°. Dieser Befund war sehr iiberraschend. 

Die Zusammensetzung der Substanz war die folgende: 


Priparat 1. 

0,1605 g der Substanz gaben 0,1904 g CO, und 0,0633 g 
H,O; C 32,35°/,; H 4,41°/,. 

0,0936 g der Substanz, fiir Stickstoff nach Kjeldahl ge- 
bracht, verlangten zum Neutralisieren 11,1 ccm "/,,-H,SO,; 
N = 16,60. 

0,1537 g der Substanz gaben 0,0302 g Mg,P,0,; P = 5,468. 

0,0566 g der Substanz gaben 0,0132 g Asche, Asche 23,32°/,; 
Basen = 10,80. 

Zwei andere Praparate hatten die folgende Zusammensetzung : 


Praparat 2. 
0,1300 g der Substanz fiir eine Stickstoffbestimmung nach 
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K jeldah] verlangte zum Neutralisiern 12,5 */,,-H,SO,: N = 13,42 
(aschefrei 16,9°/,). 

0,3393 g der Substanz gaben 0,0702 Mg,P,O_,; P == 5,36°/,, 
aschefrei == 7,2°/,. 

0,1537 gaben bei Verbrennung 0,0522 g Asche — 33,96° |; 
frei von Phosphorsaure — 20,77°/,. 


Praparat 3. 

0),1724 g der Substanz wurden zu einer Kjeldahl -Stickstoff- 
bestimmung benutzt. Es wurden 18,9 ccm *®/,,-H,SO, zum 
Neutralisieren verbraucht. N = 15,34. 

0,4624 g der Substanz gaben 0,1023 Mg,P,0,. P = 6,159. 

0,2362 g der Substanz gaben 0.0744 g Asche phosphor- 
frei) == 16,96°/,. 

Die Praparate waren also nicht ganz einheitlich. Die 
folgende Tabelle enthalt einen Cberblick iiber die Zahlen von 
Bang fiir die Praparate aus der Pankreasdriise, und derjenigen, 
die bei der Analyse der vorliegenden Substanz erhalten wurden. 


Bang Levene u. Mandel 
p-Guanylsiure!) a-Guanylsiure *) 1 II Il] 
C 34,28 -— 36,35 - 
H 4,39 - 4,95 : 
N 18,21 15,38 18,65 16,9 18,47 
P 7,64 6,65 6,15 7,2 7,4 
O 34.48 _ 33,90 


Abbau der Leberguanylsiure, 


Nach kurzem Erhitzen der Substanz mittels miassig kon- 
zentrierten Mineralsiuren reduzierte sie Fehlingsche Lésung, 
es bildete sich der typisch weiBe Niederschlag von Purinkupfer- 
oxydul und dabei ein bedeutender Niederschlag von rotem 
Kupferoxydul. Zur Untersuchung des Spaltungsproduktes der 
Saure wurden 15,0 der Substanz*) mittels 150 ccm einer 25°/,igen 
Bleizuckerlésung und 150 cem 10°/,iger Essigsiure 4 Stunden 


lang am RiickfluBkiihler auf 150° C erhitzt. Nur ein Teil der 
Substanz ging in Lésung iiber. Das ganze Reaktionsprodukt 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 133. 

*) Bang u. Raaschou, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 
111, 128, 1904. 

3) Enthielt 20°, Asche und 13,42°/, P. 
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wurde vom Blei mittels Schwefelsaure befreit. Es wurde ein 
CberschuB der Saéure vermieden. Zur vollstandigen Trennung 
des Bleisulfates wurde die Loésung erhitzt und heif filtriert. 
Beim Abkiihlen der Lésung bildete sich ein gelatinéser Nieder- 
schlag, welcher beim Erwarmen sich wieder aufléste. Ganz 
unerwartet zeigte es sich, dai die Lésung weder Fehlingsche 
Lésung reduzierte, noch ein Niederschlag von Purinkupfer- 
oxydul sich bildete. Es war also keine nennenswerte Spaltung 
verursacht. Um diese zu behaupten, wurde die vom Blei be- 
freite Lésung wieder 4 Stunden im Olbade auf 150° C am 
RiickfluBkiihler erhitzt, aber hiernach war nur eine ganz un- 
bedeutende Spaltung erreicht. Zu der Lésung wurde dann 
Salzsiure bis zu einem Gehalt von 1°/, zugegeben, und die 
Lisung wieder auf 150° C 5 Stunden im Olbade am RiickfluB- 
kiihler erhitzt. Nach dieser Behandlung reduzierte das Reaktions- 
produkt Fehlingsche Lésung und gab einen Niederschlag von 
Purinkupferoxydul. Die Lésung drehte jetzt die Ebene des 
polarisierten Lichtes nach links. Die Hydrolyse wurde des- 
wegen als beendet betrachtet. Die Lésung wurde jetzt mittels 
Silbersulfat in 2 Fraktionen getrennt, namlich in einen Nieder- 
schlag, der aus Silberpurinen bestand, und dem Filtrate davon. 


Purinfraktion. 


Der Niederschlag bestand aus Silberpurin und aus dem 
iiberschiissigen Silbersulfat. Es wurde mit Salzsiure genau 
vom Silber befreit, und aus dem heiBen Filtrate krystallisierte 
Guaninsulfat in langen farblosen Nadeln. Die Ausbeute an luft- 
trockener Substanz betrug 2,7 g. 

0.1351 g der Substanz gaben 0,1376 g CO, und 0,0580 g 
H,O. 


(C,H,N,O),H,SO, —- 2H,O,  berechnet gefunden 
C = 27,65 27,73 
H= 3,68 3,78 


Das Filtrat vom krystallinischen Guaninsulfat wurde mit 
Ammoniak neutralisiert und eingedampft. Es schied sich dabei 
ein Niederschlag aus, der 0,400 g betrug, und welcher sich wieder 
in Sulfat iiberfiihren lieB. Es gab die Farbenreaktion des 


Biochemische Zeitschrift Band X. 15 
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Guanins. Aus dem Filtrat hiervon war es unmdéglich, Adenin- 
pikrat zu gewinnen. 
Pyrimidinbasen, 


Ein Versuch die Pyrimidinbasen aus der Guanylsdure zu 
gewinnen, hatte einen doppelten Zweck. Erstens sind in der 
Zeit nach der Arbeit Bangs iiber die Zusammensetzung der 
Pankreasguanylsaure die Kenntnisse iiber den Pyrimidingehalt 
andersartiger Nucleinséuren viel erweitert, und die verbesserten 
Methoden zur Gewinnung der Basen wurden auf die Guanylsaure 
bisher nicht angewandt. Wenn es zweitens nicht gelingen sollte, 
Cytosin aus dieser Saéure zu gewinnen, wiirde das allein ein 
Beweis gegen die Ansicht Burians vom sekundaren Ursprung 
dieser Substanz in anderen Nucleinsiuren sein. Zu diesem 
Zwecke wurden 11,0g der Guanylsiue mit 50 ccm 25°/,iger 
Schwefelséure im Autoklaven auf 175° C erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde dann mit Ather ausgezogen und die wiasserige 
Lésung von iiberschissiger Schwefelsaure befreit und zur Ausschei- 
dung des Thymins sich iiberlassen. Es war aber keine solche 
Ausscheidung wahrzunehmen. Die Schwefelséure wurde nun quan- 
titativ entfernt und eine Probe des Filtrates mittels Pikrinsiure 
behandelt. Es bildete sich dabei ein amorphes Pikrat, welches 
sich beim Auflésen in 6lartiger Form ausscheidet, also nicht 
Cytosinpikrat war. Mit wasseriger Pikrolonsiure wurde ein 
Niederschlag erhalten, cer sich viel besser reinigen lie}. Nur 
0,030 g dieses Pikrolonates lieBen sich gewinnen. 

Es besaB die folgende Zusammensetzung: 

0,031 g der Substanz gaben 0,0549 CO, und 0,0170 g H,O 
fiir C,H,N,O.C,,H,N,O,. 


Berechnet Gefunden 
C= 44,92 48,29 
=a J9i 6,13 


Es kommen also in der Guanylsiure die iiblichen Pyri- 
midinbasen nicht vor. Dieses erbringt einen neuen Beweis fiir 
den primaren Ursprung dieser Substanzen im Molekiile der 
Thymonucleinsaure. 


Uber die Kohlehydratgruppe der Leberguanylsiure. 


Bei der Betrachtung der Natur des Zuckers der Pankreas- 
guanylsaure schlieBt sich Bang auf Grund der schénen Unter- 
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suchungen von Neuberg iiber die Pancreasdriise der Ansicht 
an, das er l-Xylose ist. Wie man es jetzt annehmen darf, ist 
das iibliche Nucleoproteid wahrscheinlich eine Mischung von 
mehreren Nucleoproteiden und von Mucoid; es. wiirde sich des- 
halb empfehlen, iiber die Natur des Zuckers in der Nucleinsaure 
selbst an der Guanylsiure unmittelbar zu forschen. Es stellen 
sich dabei Schwierigkeiten heraus, groBere Quantitaten der Sub- 
stanz aus Leber zu gewinnen, und wir haben deshalb die Unter- 
suchungen in dieser Richtung nicht ganz abschlieBen kénnen. 
Die Deutung einiger Befunde schien noch nicht ganz klar. Es 
wurde schon erwihnt, daB die Substanz vor der Spaltung rechts- 
drehend und das Hydrolyseprodukt linksdrehend war. 

Hexosen kommen in der Guanylséure nicht vor. Der 
Atherauszug der Spaltungsprodukte, welche zur Analyse der 
Pyrimidinbasen gebraucht waren, lief} keine Lavulinsiiure beim 
Verdunsten zuriick. 

Zur genaueren Untersuchung des Kohlenhydrates wurde das 
Filtrat von den Silberpurinen gebraucht. Dieses Filtrat ent- 
hielt nur 0,200 mg Stickstoff (dieses ist ein guter Beweis, daB 
mittels Silbersulfat alle Purine entfernt waren). Das Volumen 
des silberfreien Filtrates betrug 140,0 cem, von diesen wurden 
60,0 com zur quantitativen Bestimmung des Zuckers und zur 
Darstellung des Osazons angewandt. 

100cem der Lésung reduzierten 0,01394 g Kupfer. (Die 
Bestimmung wurde durch Titration des Kupferoxyduls mittels 
Cyankalium ausgefiihrt.) 

Um den Befund zu kontrollieren, wurden in einem zweiten 
Versuche 0,740 g der Substanz mit 50 ccm 2°/, H,SO, im 
Olbade auf 150° C 4 Stunden lang erhitzt, die Purinbasen 
mittels Silbersulfat entfernt und das Reduktionsvermégen wie 
oben bestimmt. Die Lésung betrug 280 ccm. 

12 ccm reduzierten 0,00531 g Kupfer. 

Aus diesen Befunden laBt sich berechnen: 


Exp. 1 Exp. 2 
Arabinose 8,5°/, 7,65°/, 
Xylose 6,45°/, 5,40°/, 


Eine Furfurolbestimmung, nach Angaben von Grund aus- 
gefiihrt, gab die folgenden Zahlen: 
0,4192 g der Substanz gaben 0,0904 g des Phloroglucides. 
15* 
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Daraus berechnet sich fiir ]-Xylose 20,64°/,, fiir 1-Arabinose 
24,34°/,. 

Allem Anschein war die Spaltung in keinem von diesen 
Versuchen zu Ende gebracht. Uber den annahernden Gehalt der 
Substanz an Kohlenhydrat darf man deshalb nur die Furfurol- 
bestimmungen in Betracht ziehen. Zur genaueren Untersuchung 
der Natur der Pentose konnte bei dem Mangel an Material nur 
noch auf das Osazon Riicksicht genommen werden. Das Osazon 
lieB sich aus verdiinntem Alkohol umkrystallisieren; es war 
darin ziemlich léslich, so da8 das Umkrystallisieren nur zwei- 
mal wiederholt wurde. Der Schmelzpunkt lag beim raschen 
Erhitzen bei 159 bis 160° C. 

Zur Bestimmung des optischen Verhaltens der Substanz 
muBten 0,150 g der Substanz erst in 6 ccm Alkohol und 4 ccm 
Pyridin (nach Neuberg) gelést, bis auf 30 ccm verdiinnt 
werden. Dabei konnte man eine nur schwer ablesbare Ro- 
tation nach links (—0,05°) wahrnehmen. Dieses wiirde auf 
das Vorliegen von 1-Xylose hindeuten; wir halten aber diese 
Frage fiir noch nicht ganz entschieden. 


Glycerin. 


Die 80 ccm der Lésung, welche nach der Zuckerbestimmung 
iibrig geblieben waren, wurden in 2 Teile, zu je 40 ccm geteilt. 
Eine Portion wurde in iblicher Weise fiir die Borsiure- 
Acroleinprobe gebraucht, aber mit negativem Resultate; die 
eweite wurde im Apparate mit Jodwasserstoffsdure erhitzt, es 
war aber keine Isopropyljodidbildung nachzuweisen. 
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Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. 
7. Mitteilung. *) 
Uber den Nachweis des Trypsins. 
Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 16. April 1908.) 


Da neuerdings erhéhtes Interesse fiir Trypsin- Bestimmungs- 
methoden zu erkennen ist,*) méchte ich auf einige Erfahrungen, 
die ich in den letzten Jahren gesammelt habe, hier hinweisen. 

I. In derselben Arbeit,*) in welcher ich die Pepsinbe- 
stimmung durch Ricinaufhellung ausfiihrlich beschrieben habe, 
erwahnte ich bereits, daf auch durch Trypsin das Ricin auf- 
gehellt wird. Da es sich bisher beim Trypsin nicht um praktische 
Bediirfnisse gréBeren Umfanges handelt, habe ich mich nicht 
bemiiht, hier Vereinfachungen durchzufiihren. 

Fiir die Trypsinbestimmungen benutze ich Mercksches 


1) Die friiheren Mitteilungen finden sich in dieser Zeitschr. 1 bis 8. 

2) GroB, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 58, 1907. 

3) Diese Zeitschr. 1, 71, 1906. — Die Pepsin-Rizinmethode ist nicht 
nur in den schwerzuginglichen ,,Arbeiten des Pathologischen Instituts‘, 
wie einige Autoren anzunehmen scheinen, sondern ausfiihrlich in dieser 
Zeitschrift Bd. 1 veréffentlicht. — Das Bedenken von GroB (Berl. klin. 
Wochenschr. 1908, Nr.13), die Ausfiihrung der Methode nach den Vorschriften 
von Solms (Zeitschr. f. klin. Med. 64, 1907), ware fiir die Praxis zu 
teuer, kann ich nicht teilen; die vollkommene Pepsinuntersuchung eines 
Magensaftes verursacht nur 2—3 Pfennig Kosten, da sie mit dem billigen 
Ricin der Vereinigten Chemischen Werke Charlottenburg ausgefiihrt wird. 
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Ricin, von dem ich wie fiir die urspriinglichen Pepsinpriifungen 
1g in 100 cem 1*/,°/,iger Kochsalzlésung lése. 

Versuch: In eine Reihe von Réhrchen kommt zunichst 
2 ecm der eben beschriebenen Ricinlésung, ferner 

0 — 0,1 — 0,2 — 0,3 — 0,5 — 0,7 — 1,0 
einer 1°/,igen Lésung von Griiblers Trypsin. Mit Wasser 
wird auf 3 ccm aufgefiillt und iiberall 0,5 cem Soda (1°/,) 
zugesetzt. 

Das Réhrehen ohne Trypsin bleibt dauernd tribe, die 
iibrigen hellen sich allmahlich auf, das mit 0,1 Trypsin ist 
nach 6 Stunden Aufenthalt im Brutschrank ganz klar. 

Il. In einer bestimmten Anordnung war es mir auch mdég- 
lich, mit Hilfe von Edestin Trypsinpriifungen durch Auf- 
hellung vorzunehmen. Meinen urspriinglichen Plan, fiir den 
Pepsinnachweis das Edestin zu benutzen, hatte ich, wie friiher 
ausgefiihrt wurde, nicht weiter verfolgt, weil das Edestin mir 
wegen seiner Léslichkeit in Sauren nicht bequem war. In 
Alkalein lést sich Edestin ebenfalls. Trotzdem kann man Trypsin- 
prifungen durch Aufhellung damit vornehmen. Man mu8 nur 
etwas mehr Edestin anwenden, ohne die Alkalimenge zu ver- 
mehren. Das ist méglich, da die Soda nur zum Trypsin im 
richtigen Verhaltnis stehen muB. 

Versuch: In 3 Réhrehen wird je 5 cem einer 0,2°/, igen, 
unfiltrierten Edestinaufschwemmung, 0,5 ccm Soda (1°/,) getan, 
dann 

0 —0,1— 1,0 cem Trypsin Griibler (1°/°) 
10—0,9—0O ccm Aqua dest. 


Nach drei Stunden Aufenthalt im Brutschrank steht bei 
der Probe ohne Trypsin iiber einem Bodensatz triibe Filiissigkeit, 
die beiden anderen Proben haben nur einen Bodensatz, wahrend 
die iiberstehende Fliissigkeit klar ist. 

Auch die Probe ohne Trypsin kann sich im Brutschrank 
kliren, bei Zimmertemperatur tritt aber dann im Gegensatz zu 
den Trypsinproben nachtriaglich wieder die Triibung auf. 

III. Wie ich bereits friiher erwahnt habe,’) eignet sich 
auch gekochtes Serum zum Trypsinnachweis. Als Bestimmungs- 
methode ist es aber nicht zu empfehlen, weil sich, wie ich in 


1) Diese Zeitschr. 2, 147, 1906. 
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der nachsten Mitteilung zeige, eigenartige Reaktionen an die 
zunachst eintretende Aufhellung anschlieBen. 

Von den von mir gepriiften Methoden diirfte also die erste die 
zweckmaBigste sein. Zum Beispiel ist sie ausgezeichnet brauch- 
bar, um ein Antifermentserum zu priifen, sofern es sich um 
einigermaBen klare Sera handelt. Man gelangt dabei zu sehr 
genauen Resultaten. Von friiheren Methoden hat mir fiir 


manche Zwecke die Methode von Fermi gute Dienste geleistet. 
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8. Mitteilung. 
Uber die Einwirkung von Trypsin auf Serum. 
Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 16. April 1998.) 


Vor anderthalb Jahren verdéffentlichte ich folgende Beob- 
achtung’): ,,Setzte man zu triibem (d. h. mit Wasser auf das 
Dreifache verdiinntem und aufgekochtem) Rinderserum gleiche 
Mengen Salzsiure und Wasser, aber steigende Pepsinmengen, 
so werden die Proben mit dem gréBten Pepsingehalt zuerst 
geklart, allmahlich folgen die andern. Die Klarung bleibt aber 
nicht dauernd bestehen, vielmehr beginnen zunichst die 
zuerst geklirten Proben sich wieder zu triiben, dann mit der 
Zeit nach und nach die iibrigen. Kocht man die wasserklaren 
Proben in dem Stadium der Klarung auf, so bleiben sie dauernd 
klar, die wieder getriibten geben in der Siedehitze ein dickes 
Koagulat, wahrend die Proben ohne Ferment, die nur Saure 
enthalten, durch Erhitzen zum Teil geklart werden.“ 

Bei der Fortsetzung der Versuche schien es mir wiinschens- 
wert, den Einflu8 der Antifermente auf die merkwiirdige Reak- 
tion zu priifen. Beim Pepsin ist nun bekanntlich die Anwen- 
dung der Antifermente mit Schwierigkeiten verbunden, und ich 
untersuchte daher, ob man auch mit Trypsin ahnliche Beob- 
achtungen machen kann. Das ist in der Tat der Fall. 





1) Diese Zeitschr. 2, 147, 1906. 
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Versuch: In gefrorenem Zustande aufbewahrtes Pferdeserum 
wurde nach dem Auftauen mit der doppelten Menge destil- 
lierten Wassers gemischt, zum Sieden erhitzt und einige Zeit 
im Sieden erhalten. Unterbricht man die Erhitzung zu friih, 
so erhailt man weniger triibe Fliissigkeiten. Nach dem Ab- 
kihlen wird die triibe Fliissigkeit mit Chloroform gesiittigt und 
im Eisschrank aufgehoben. Als Trypsin wurde Griiblers 
Trypsin benutzt, von dem fiir jeden Versuch eine frische 


1°/,ige Lésung hergestellt wurde. 


In je 3 Réhrchen kommen in Kubikzentimeter 





] 2 3 4. 5 6 7 
Trypsin (1°/,) 0 05 06 O07 O8 09 1,0 
Dest. Wasser 1.0 0.5 ' 0.4 0,3 02 O11 0 





Zu allen Proben kommt je 0,5 Soda (1°/,) und 2 cem des 
triiben Pferdeserums. 

Je ein Réhrchen Nr. 1 bis 7 werden sofort aufgekocht. Sie 
bleiben dauernd gleichmaBig triibe, Nr. 1 ist eine Spur weniger 
triibe als die iibrigen. 

Je zwei Rohrehen Nr. 1 bis 7 werden verkorkt und in den 
Brutschrank getan. 

Nach etwa ri Stunden sind aufer Nr. 1, das ganz triib 
bleibt, die tibrigen Proben (2 bis 7) klar und durchsichtig. 

Wiederum wird nun je eine Probe 1 bis 7 aufgekocht. 
Dabei bleibt die Probe 1 triibe, die anderen 2 bis 7 klar. 

Die einmal aufgekochten Proben bleiben innerhalb 24 Stun- 
den sowohl im Brutschrank wie bei Zimmertemperatur unver- 
andert. 

Die dritten Proben 1 bis 7 bleiben 22 Stunden im Brut- 
schrank. 


Nunmehr ist 


Nr. | unverindert dick-triibe, nach dem Aufkochen etwas weniger tribe, 
Nr. 2 wenig gleichmaBig triibe cae a fast klar, 


| ein unbedeutender Nieder- 
Nr. 3% schlag in der klaren Fliis- 
sigkeit A on ie ganz klar, 
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4 (aes det auch Attn Sane Ned 
Nr. 6 { noch groBererNiederschlag 
“ 7 | in es tan Sa ‘4 — eres 

Ganz wie ich es beim Pepsin beschrieben habe, hellt also 
Trypsin, wie bereits friiher von mir erwa&hnt wurde, tribes 
Serum zunichst vollkommen auf, so daf auch beim Aufkochen 
die Lésung klar bleibt. Beobachtet man — bei Ausschlu8 von 
Verdunstung und unter antiseptischen Kautelen — die Proben 
noch eine Anzahl Stunden linger, so werden sie wieder triibe, 
Niederschlage setzen sich ab, die auch beim Kochen bestehen 
bleiben. Dieser Vorgang tritt um so beschleunigter ein, je 
mehr Trypsin vorhanden ist. 

Da meine Beobachtungen wahrscheinlich mit Danilewskis 
Plasteinreaktion etwas zu tun haben, habe ich in der Literatur 
Angaben iiber die Plasteinreaktion mit Trypsin gesucht und 
bei Lawrow') folgendes gefunden: ,,.W. Okunew (Wratsch, 
1900, S. 682, russisch) weist darauf hin, daB im Pankreassafte 
der Pflanzenfresser und Hunde sich ein Labferment befindet, 
das ,Peptonlésungen‘ nicht bei saurer, sondern alkalischer Re- 
aktion, z. B. bei Gegenwart 0,5 bis 1°/, kohlensaures Natron 
: zur Koagulation bringe.*‘ 

Fiigt man zu wirksamen Trypsinproben am Beginn des 
Versuchs antitryptisch wirksames, normales Pferdeserum, so ver- 
zogert sich, resp. unterbleibt die Aufhellung, und auch die 
nachtriagliche Triibung findet nicht statt. 

Versuch: Als Antitrypsinserum wird Pferdeserum benutzt, 
das in gefrorenem Zustande aufbewahrt war. 

In je 4 Réhrchen kommt in Kubikzentimeter: 








] 2 3. 4 
: Antifermentserum 0 0,1 0,2 0,3 
0,85°/,ige Kochsalzlésung 0,3 02 01 0 


Darauf kommt in alle Proben je 1 ccm Trypsin (1°/,), 
: 0,5 cem Soda (1°/,) und 2 cem triiben Serums. 
Eine Reihe 1 bis 4 wird sofort aufgekocht; alle Proben 


| 1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 1907. 
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bleiben triibe, die Triibung ist desto dicker, je hdher der 
Serumgehalt. 

Die zweite Reihe 1 bis 4 wird aufgekocht, nachdem 1 im 
Brutschrank sich geklart hat. 1 bleibt klar, 2 ist vor und 
nach dem Kochen etwas triibe, 3 mehr, 4 am meisten. 

Die dritte Reihe wird 22 Stunden im Brutschrank belassen. 

Nunmehr enthalt 1 einen Niederschlag, der beim Kochen 
zunimmt, 2 ebenfalls einen Niederschlag, der nach dem Er- 
hitzen starker als bei 1 ist, 3 nur eine Spur Niederschlag, der 
beim Kochen einer gleichmaBigen Triibung Platz macht. 4 ist 
vor und nach dem Kochen nur triibe. 

Die vierte Reihe verbleibt ebenfalls 22Stunden im Brutschrank. 

Sodann wird zu 1 0,3, zu 20,2, zu 3 0,1 ccm Antiferment- 
serum zugefiigt. Die Proben entsprechen vor dem Erhitzen den 
parallelen Proben der dritten Reihe. Nach dem Erhitzen hat 1 
einen starken Niederschlag, 2 einen noch starkeren, wahrend 3 nur 
ein Spiirchen Niederschlag zeigt und 4 gleichmaBig tribe ist. 

Setzt man Normalserum erst nach eingeleiteter Verdauung 
zu, so kann man verschiedenes beobachten. Zumeist wird der 
ProzeB noch aufgehalten resp. verhindert, so daB es nicht zur 
Niederschlagsbildung kommt. Mehrfach habe ich mich jedoch 
davon iiberzeugt, daB in einem Stadium, in dem die Nieder- 
schlagsbildung noch nicht eingetreten ist, das Normalserum 
nicht mehr imstande ist, den ProzeB dauernd zu verhindern. 

Es mu8 nun versucht werden, den Anteil der Fermente 
und Antifermente an der Reaktion mit Hilfe chemischer Me- 
thoden festzustellen. Dabei wird auch zu priifen sein, inwiefern 
die Beobachtungen zu den interessanten Feststellungen von 
Beitzke und Neuberg’) iiber den EinfluB der Antifermente 
auf die Synthesen, die durch Tierversuche von Hildebrandt?) 
ergiinzt wurden, sich in Beziehung bringen lassen. Auch die 
Angabe von R. O. Herzog’), daB die Zunahme der Viscositat 
von Verdauungsgemischen, die unter dem Einflu8 von Trypsin 
stattfindet, durch Zufiigung von AscarispreBsaft gehemmt wird, 
sei hier ausdriicklich erwahnt. 

Die Versuche werden fortgesetzt. 

1) Virchows Archiv 183, 169, 1906. 


2) Virchows Archiv 184, Heft 3, 1906. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, Heft 3 u. 4, 1903. 











Bemerkungen zu den Arbeiten von Aronu. Sebauer: ,,Unter- 

suchungen fiber die Bedeutung der Kalksalze usw.*') 

und von Aron und Frese: Die Verwertbarkeit verschie- 
dener Formen des Nahrungskalkes usw.*?) 


Von 
Arnold Orgler. 


(Eingegangen am 18. April 1908.) 


Aron und seine Mitarbeiter ziehen aus der Tatsache, dal} 
der Siugetier-Organismus im Mittel ca. 1,2°/, CaO enthalt, den 
SchluB, da8 auch zum Aufbau von 100 g normal zusammen- 
gesetzter Kérpersubstanz immer der Ansatz von ca. 1,2 g CaO 
nétig ist. Da die Autoren diesen Wert als MaBstab fiir die 
Beurteilung des Kalkstoffwechsels tiberhaupt hinstellen und da 
es in der Tat von Bedeutung wire, wenn wir eine feste Norm 
fiir den Kalkansatz besiBen, lohnt es sich wohl der Miihe, nach- 
zusehen, ob die Aufstellung dieses Quotienten auf Grund der 
Versuche Arons und seiner Mitarbeiter berechtigt ist. Vor- 
aussetzung ist natiirlich bei dieser Berechnung, wie Aron und 
Frese richtig hervorheben, daB der Organismus bei hinreichen- 
der Zufuhr stets gleichartige Kérpersubstanzen aufbaut. ,,Steht 
genug CaO zur Verfiigung, so kann man fordern, da auf eine 
bestimmte Menge neugebildeter Kérpersubstanz, wie sie sich 
in der Gewichtszunahme ausdriickt, stets eine bestimmte gleich- 
bleibende Menge CaO zuriickbehalten wird ,,(Aron und Frese 
S. 199). Leider sind Versuche, bei denen diejenige Menge Kalk 
gereicht wurde, die pro 100 g Kérperzuwachs einen Ansatz von 
1,2 g CaO bewirkte, von den Autoren nicht angestellt worden. 
Wie ist es nun, wenn ein Uberschu8 von Kalk dem Organis- 


1) Diese Zeitschrift 8, 1, 1908. 
2) Diese Zeitschrift 9, 185, 1908. 
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mus zugefiihrt wird‘ Aron und Frese entscheiden sich dahin, 
daB in diesem Falle nur diejenige Kalkmenge retiniert wird, 
die dem Kérpergewichtszuwachs entspricht; das geht ganz klar 
aus dem auf Seite 192 angefiihrten Beispiel hervor. Dem wider- 
sprechen aber die Versuche von Aron und Sebauer. 

Von den mit kalkreicher Kost gefiitterten Tieren retiniert 
Tier IV statt eines durch den Kérpergewichtszuwachs ver- 
langten Ansatzes von 50,2 g CaO 73,7 g CaO, also 50°/, mehr 
Tier V statt eines Bedarfes von 14,2 g CaO sogar 46,4 g CaQ,') 
also mehr als das Zweifache des Bedarfes. Aus dieser Tat- 
sache folgt ohne weiteres, daB bei reichlichem Kalkangebot der 
Organismus mehr Kalk ansetzt als dem berechneten Bedarf ent- 
spricht, da8 also Kérpergewichtszunahme und Kalkansatz nicht 
einander parallel gehen, wie es die Aronsche Berechnungs- 
weise fordert. Schwieriger zu beurteilen sind die Verhiltnisse 
bei der Unterernahrung mit Kalk. Dabei kommen folgende 
Moglichkeiten in Betracht: Entweder wiachst der Organismus 
weniger stark, immer nur entsprechend der geringeren Kalk- 
menge, die ihm zur Verfiigung steht, so da8 stets auf 100 g 
Zuwachs 1,2 g CaO kommen, oder er nimmt an Gewicht gleich- 
maBig zu, verandert aber dabei seine chemische Zusammen- 
setzung, indem er entweder kalkirmere Gewebe in hdherem 
MaBe ansetzt oder bei gleichartig zusammengesetztem Wachs- 
tum statt des Kalkes andere Substanzen in den kalkbediirftigen 
Geweben ablagert. Aus dem Versuche von Aron und Sebauer 
geht zur Beantwortung dieser Méglichkeiten folgendes hervor: 

1. Die kalkarm ernahrten Tiere blieben teilweise im Wachs- 
tum zuriick (so die Hunde der III. Versuchsreihe, namentlich 
Tier II). 

2. Wie aus den Sektionsprotokollen der Hunde der II. Ver- 
suchsserie hervorgeht, wird weniger Muskel und anscheinend 
mehr Fett gebildet, worauf schon Geheimrat Zuntz die Autoren 
aufmerksam macht. 

3. Das Gewicht der Knochen der kalkarm genahrten Tiere 
differiert nicht von den der kalkreich ernahrten, statt Kalk ist 
aber Wasser in den Knochen abgelagert. 


‘) Die in der Arbeit angegebene Zahl 31,0 beruht auf einem Rechen- 
fehler, da 60°/, von 77,4 g CaO der Zufuhr nicht 31,0 sondern 46,4 g 
CaQ-Ansatz ergibt. 
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Kamen nur Punkt 1 und Punkt 3 in Betracht, so stande 
der von Aron angestellten Berechnung nichts im Wege. Da- 
gegen wird die Berechnung fehlerhaft, sobald es sich zeigt, da 
bei kalkarmer Ernahrung von einem Gewebe (Muskel) weniger 
und von einem anderen (Fett) mehr gebildet wird als bei kalk- 
reicher Ernahrung; denn dann besteht nicht mehr die gleich- 
artige Zusammensetzung des Anwuchses, welche die Voraus- 
setzung fiir die Aronsche Berechnung ist. Leider liegen keine 
Gesamtanalysen der Tiere vor, aus denen man einen zwingenden 
SchluB nach der einen oder anderen der Richtung ziehen kénnte. 
Dagegen kann man zur Beantwortung der Frage, ob iiberhaupt bei 
wachsenden Tieren der Kérpergewichtszuwachs stets in derselben 
Weise vor sich geht, die Versuche von Aron und Frese heran- 
ziehen. Die beiden Versuchstiere bekamen drei Wochen lang 
ein Futter, das fiir jedes Tier ungefahr denselben Calorien-, Stick- 
stoff- und Kalkgehalt aufwies. Der Kalkgehalt der Nahrung 
war derart bemessen, daB die Tiere nur 50 bis 60°/, des aus 
dem Korpergewichtszuwachs berechneten Bedarfes ansetzten 
(s. Tabelle IV der Arbeit); es bestand also eine erhebliche 
Unterernihrung mit Kalk. Geschieht nun der Anwuchs derart, 
daB stets gleichartige Kérpersubstanzen aufgebaut werden — 
und nur, wenn dies der Fall ist, hat die Aronsche Berechnung 
einen Wert —, dann miifSten sowohl beide Tiere pro 100 g 
Zuwachs denselben Stickstoff- und Kalkansatz aufweisen, 
als auch miBte bei jedem Tier in der einzelnen Periode das 
Verhiltnis N:CaO stets dasselbe bleiben. Berechnet man nun 
aus den Stoffwechselversuchen diese Zahlen, so ergibt sich fol- 
gende Tabelle: 





Pro 100 g Zunahme 


werden angesetzt N : CaO 
Periode ; ' (CaO = 1) 
Tier I Tier II 
N CaO N CaO TierI TierII 


1. Anorganisches Ca .| 38g 0,730g (52g 0,572g |5.15g 9,08¢ 
2. Rohe Milch. . . .| 32g! 0615g 46g 0,519g¢ [519g 883¢ 
3. Sterilisierte Milch .] 29g 0,686g | 36g 0,636g |4,32¢ 5672 





Alle drei Perioden zu- 
sammen, .... .|9,9g | 203lg 134g 1L7 
Im Durchschnitt. . .] 33g  0677g 45g 05 
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Bei der Verwertung dieser Tabelle mu8_ beriicksichtigt 
werden, da in der Periode mit anorganischem Kalk ein anderes 
Futter verwendet wurde als in den Milchperioden. Doch ist 
dies ohne Einflu8 auf das Ergebnis; denn die hauptsichlichsten 
Differenzen finden sich gerade bei Vergleich der beiden Milch- 
perioden miteinander. Ein Blick auf die Tabelle zeigt, daB die 
Stickstoffretention pro 100 g Zuwachs sowohl bei beiden Tieren 
ganz verschieden war, als auch bei jedem Tier, namentlich bei 
Tier II, in den einzelnen Perioden erhebliche Differenzen er- 
kennen laBt; auch der Kalkansalz ist bei beiden Tieren ver- 
schieden, sowohl in den einzelnen Perioden, als auch beim 
Vergleich beider Tiere miteinander, und dementsprechend zeigte 
auch das Verhaltnis N:CaO, vor allen Dingen bei Tier II, 
ganz betrachtliche Unterschiede. Daraus folgt, daB Tier I] einen 
anderen, und zwar stickstoffreicheren und kalkirmeren Anwuchs 
hatte als Tier 1. Noch auffallender wird diese Tatsache da- 
durch, daB Tier I pro Periode ca. 1000 Calorien und ca. 30g N 
mehr bekam als Tier II. Trotzdem retiniert Tier II in den 
3 Perioden ca. 8,7 g N mehr als Tier I. Nun kénnte man 
dies vielleicht verstehen, wenn auch der Kalkansatz bei Tier II 
besser ware als bei Tier I. Dem ist aber nicht so, da, wie 
aus Tabelle III der Arbeit hervorgeht, Tier II relativ weniger 
retiniert als Tier I.') Aus alledem folgt, daB bei diesen Tieren 
der K6rpergewichtszuwachs sich ganz verschieden zusammen- 
setzen muB, sowohl in den einzelnen Perioden eines jeden Ver- 
suches (namentlich bei Tier II), als auch beim Vergleich beider 
Tiere untereinander. Der Kérpergewichtszuwachs verliuft also 
nicht gleichartig, wie Aron annimmt; damit fallt aber auch 
diejenige Voraussetzung, auf der die Aronsche Berechnung 
basiert. So wertvoll auch die tatsichlichen Ergebnisse der 
Arbeiten von Aron und seinen Mitarbeitern sind, so geht aus 
ihnen absolut nicht hervor, daB die von Aron eingefiihrte 
Berechnung des Kalkbedarfes berechtigt ist; vielmehr muB 
vorliufig an der bisher iiblichen und auch von Albu und Neu- 
berg’) iibernommenen Berechnungsweise festgehalten werden. 

1) Die absolut retinierten Werte kénnen schlechter beriicksichtizt 
werden, da Tier I mehr Kalk bekam als Tier II und daher mehr Ca) 
zuriickbehilt; beim Stickstoff dagegen ist es umgekehrt. 


2) Physiologie u. Pathologie des Universalstoffwechsels. Berlin 1906, 
Julius Springer, S. 111. 








Atoxyl- und Anilinvergiftung. 
Von 
Ferd, Blumenthal und Friedrich Herschmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 17. April 1908.) 


Seitdem das Atoxyl im Jahre 1902 von dem einen von 
uns (Bl.') fiir die therapeutische Anwendung empfohlen wurde, 
sind mit diesem Mittel wiederholt Vergiftungserscheinungen be- 
obachtet worden, welche infolge der Konstitution dieses Arsen- 
praparats von einzelnen Autoren als Arsenvergiftung, von 
anderen als Anilinvergiftung betrachtet wurden. Die zuerst 
fiir das Atoxyl aufgestellte Formel lieB dasselbe als Metaarsen- 
siureanilid erscheinen, und es war deshalb sehr naheliegend, an- 
zunehmen, da®S im Organismus daraus Anilin gebildet werden 
kénnte. Die schénen Untersuchungen von Ehrlich und 
Bertheim®) ergaben nun aber, daf das Atoxyl p-amidopheny!- 


arsinsaures Natrium ist. 
NH, 


AsO 
OH ONa 


Nach dieser Formel ist eine Anilinvergiftung im Korper 
schon weniger wahrscheinlich, da Ehrlich und Bertheim aus 


1) Med. Woche 1902, Nr. 15. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 3293, 1907; 
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Atoxyl nur unter hohem Drucke Anilin gewinnen konnten. 
Allerdings ist dies noch kein Beweis, da der Organismus im- 
stande ist, Prozesse auszufiihren, welche in der Retorte nicht 
oder nur sehr schwer gelingen. 

Schon in seiner ersten Verd6ffentlichung hat der eine von 
uns (Bl.) auf Grund eines Versuches am Hunde mitgeteilt, daB 
er es nicht fiir wahrscheinlich hielte, da wesentliche Mengen 
von Anilin nach der Atoxylinjektion gebildet wiirden, wenigstens 
nicht solche Mengen, die zu einer Vergiftung fiihren kénnten. 
Beim mit Atoxyl vergifteten Hunde ebenso wie beim Kanin- 
chen konnten nur hamorrhagische Entziindungen und reine 
Hamorrhagien, insbesondere in der Niere, aber auch in der 
Blase festgestellt werden, seltener im Darm und in der Leber. 
Es waren dies also im wesentlichen Vergiftungserscheinungen, 
wie sie den Arsenpraparaten eigentiimlich sind. Trotzdem ist 
in den Arbeiten der Kliniker immer wieder von der Wahr- 
scheinlichkeit einer Anilinvergiftung nach Atoxylinjektion 
die Rede. 

Wir haben es daher im folgenden unternommen, auf 
chemischem Wege diese Frage zu untersuchen durch Priifung 
auf Produkte, die im Tierkérper aus Anilin entstehen, ins- 
besondere auf Paramidophenol, als welches das Anilin bekannt- 
lich zum gréBten Teil aus dem Tierkérper ausgeschieden wird. 
Als wir nun die a-Naphtholreaktion mit dem Harn von 
Menschen und Kaninchen, welche Atoxyleinspritzung erhalten 
hatten, anstellten, fanden wir dieselbe in demjenigen Harn, 
der in den ersten 24 Stunden nach der Einspritzung gelassen 
wurde, sehr stark. Die Reaktion wurde so angestellt, daB 
10 ccm des Harns mit einigen Tropfen starker Salzsaure ver- 
setzt wurden. Dann wurden 2 bis 3 Tropfen einer 1°), igen 
Natriumnitritlésung in der Kalte zugefiigt, gut durchgeschiittelt 
und nunmehr einige Tropfen einer ziemlich konzentrierten, in 
Natronlauge gelésten Menge von a-Naphthol hineingegossen 
Beim HineinflieBen der a-Naphthollésung gibt der Harn eine 
wundervolle Rotfirbung, welche bei weiterem Zusatz von 
Natronlauge oder Ammoniaklésung bis zur alkalischen Reaktion 
noch an Intensitét zunimmt. GieBt man in diese Probe ganz 


vorsichtig konzentrierte Salzsiure hinein, so entsteht eine 


violette Farbung. Der beim Schiitteln der alkalischen Losung 
Biochemische Zeitschrift Band X. 16 
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entstehende Schaum gibt beim ZuflieBenlassen von Salzsiure 
eine schéne himbeerviolette Farbung. 

Den positiven Ausfall dieser Reaktion beim Atoxylharn 
halten wir nun aber nicht fiir eine Reaktion auf Anilin, denn 
das Atoxyl laBt sich, wie Ehrlich und Bertheim gezeigt 
haben, leicht diazotieren und mit /-Naphthylamin zu einem 
roten Farbstoff kuppeln. Einen roten Azofarbstoff gibt nun 
aber das Atoxyl, wie wir uns iiberzeugten, ebenfalls mit dem 
a-Naphthol. Deshalb sind wir der Ansicht, daB im Atoxyl- 
harn nach der eben angegebenen Reaktion sich ein roter Farb- 
stoff bildet, der aber nicht auf einer Bildung von p-Amido- 
phenol aus dem Atoxyl im Organismus beruht. Diese Ansicht 
wird durch den Nachweis erhirtet, da8 die iibrigen Reaktionen 
auf Anilin resp. p-Amidophenol im Atoxylharn negativ waren. 
Der Nachweis des Anilins im Harn kann gefiihrt werden erstens 
durch den Nachweis von Anilin selbst, das nach reichlicher 
Zufuhr von Anilin gelegentlich im Harn gefunden wurde. Das 
Destillat eines solchen mit Kalilauge alkalisch gemachten Harns 
gibt mit Bromwasser eine fleischrote Firbung, wird auf Zusatz 
von wenig Chlorkalk violett und gibt die Millonsche Reaktion. 
Alle diese Reaktionen waren beim Atoxylharn negativ. In 
den meisten Fallen bildet sich nach der Eingabe von Anilin- 
praparaten das Alkalisalz der Paramidophenolschwefelsaure. 
Der Nachweis dieser Substanz geschieht in folgender Weise: 
Ca. 10 ccm Harn werden mit 2 ccm konzentrierter Salzsaiure 
stark gekocht. Nach dem Erkalten werden einige Kubikzenti- 
meter 3- bis 5°/,iger wasseriger Carbolsiurelésung hinzugefiigt 
und tropfenweise stark verdiinnte Chromsaure. Beim Zusatz 
der Chromsiaure wird die Flissigkeit braunrot bis rot, und nach 
dem Ubersiattigen mit Ammoniak (Uberschichten) entsteht eine 
schéne griinblaue Farbe (Indophenolreaktion). Wahrend diese 
Reaktion sich im Harn von Menschen, welche '/, bis 1 g Phen- 
acetin bekommen hatten, in den nachsten 24 Stunden stark 
positiv zeigte, auch noch nach sehr starker Verdiinnung des 
Harns, war diese Reaktion nach Atoxylinjektion bis zu 0,4 g 
pro dosi in keiner der in den ersten 48 Stunden nach der In- 
jektion gelassenen Urinportionen positiv oder auch nur an- 
gedeutet. Wir glauben daher, im Einklang mit den von dem 
einen von uns friiher gemachten Untersuchungen bei der Sektion 


; 





| 
| 
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von Kaninchen und einem Hunde, die mit Atoxyl vergiftet 
waren, daB eine nachweisbare Menge von Anilin nicht bei der 
Atoxylinjektion gebildet wird und da daher die Vergiftungs- 
erscheinungen nach Atoxyl nicht als Anilinvergiftung gedeutet 
werden k6nnen. 

Eine Anzahl Forscher, insbesondere Welander, vertreten 
die Ansicht, daB das Atoxyl als soleches den Organismus ver- 
]aBt. Diese Forscher berufen sich darauf, da sie bei ihren 
Untersuchungen anorganisches Arsen, also arsenige Saure, nicht 
haitten im Harn nachweisen kénnen. Man koénnte nun infolge 
des positiven Ausfalls der a-Naphtholreaktion glauben, daf 
Atoxyl als solches in grofer Menge im Harn von Menschen 
und Tieren, die mit Atoxyl behandelt waren, vorhanden ist. 
Diese Ansicht schien eine Stiitze zu finden, als wir den nach 
der Atoxylinjektion (0,4 beim Menschen) in den ersten 24 Stunden 
gelassenen Harn nach der von Ehrlich und Bertheim fiir 
das Atoxyl angegebenen Diazotierungsmethode behandelten und 
mit /-Naphthylamin kuppelten. Es wurde in der gleichen Weise 
verfahren wie bei Anstellung der a-Naphtholreaktion, nur wurde 
an Stelle von a-Naphthol /-Naphthylamin in salzsaurer Lésung 
angewandt. Bei Anstellung dieser Reaktion bildete sich auf 
Zusatz von f-Naphthylamin allmahlich eine dunkelrote Fliissig- 
keit und schlieBlich auch ein briunlicher Niederschlag; dieser 
ist weder in Wasser, in Alkalien, Sauren, noch in Alkohol und 
Ather léslich. Der K6érper unterschied sich also insofern von 
dem Atoxylfarbstoff, als er sich nicht beim Zusatz von Alkali 
mit schén roter Farbe léste, wie dies Ehrlich und Bert- 
heim angegeben haben. Es diirfte daher die Reaktion mit 
f-Naphthylamin im Harn nicht dem unveranderten Atoxyl 
zukommen, sondern einem dem Atoxyl nahestehenden Kérper, 
in welchen dasselbe auf seiner Passage durch den Organismus 
iibergefiihrt wurde. Dieser Koérper muB einerseits noch die 
Amidogruppe enthalten, wie die Farbstoffbildung zeigt, anderer- 
seits die Arsengruppe, denn eine Untersuchung des Farbstoffs 
auf Arsen ergab einen sehr reichlichen Arsengehalt. 

Wir fanden sowohl beim Menschen wie beim Kaninchen, 
daB nach einer Einspritzung von 0,1 bis 0,4 g in jedem Falle 
der in den ersten 24 Stunden gelassene Harn eine starke 


a-Naphtholreaktion gab. Die Reaktion war auch noch in dem 
16* 
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Harn, der innerhalb von 24 bis 48 Stunden nach der Injektion 
gelassen wurde, positiv. Spater fanden wir die Reaktion nicht 
mehr, oder doch nicht deutlich. DaB die Reaktion nicht so 
lange sich im Harn nachweisen la8t, wie Arsen daselbst ge- 
funden werden kann, ist wohl dadurch zu erklaren, daB kleine 
Mengen die Reaktion nicht mehr deutlich geben. Der Nach- 
weis des Arsens nach E. Salkowski') ist eben ein feineres 
Reagens als die $-Naphtholprobe. 


1) Berlin. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 4; Zeitschr. f. physiol. Chem., 
56 (im Druck) 

















Uber Desaminoproteine. 
Von 
Zd. H,. Skraup. 
(Aus dem II. chemischen Laboratorium der Universitit Wien.) 


(Eingegangen am 17. April 1908.) 


Die Constitution der Proteine kann selbstverstindlich auch 
in der Richtung erforscht werden, daB man unter Vermeidung 
von Hydrolyse an ihnen zuniachst chemische Veranderungen 
vornimmt und sie sodann erst hydrolysiert und feststellt, ob 
und in welcher Art die Produkte der Hydrolysierung verschieden 
sind von jenen, welche aus den urspriinglichen Proteinen ent- 
stehen. 

Diesen Weg habe ich teils selber, teils durch Schiiler') 
bei einigen Proteinen durch Einwirkung von salpetriger Siaiure 
versucht und dabei Resultate erhalten, die ich hier zusammen- 
fassen will, ohne auf die experimentellen Details einzugehen; 
wegen diesen verweise ich auf die zitierten Quellen. 

Bei der Analyse der ersten dieser ,, Desaminoverbindungen“‘ 
ergab sich der Stickstoffgehalt so wenig geringer als der im ur- 
spriinglichen Protein, da® ich anfanglich annahm, da diese 
geringe Differenz von Versuchsfehlern herriihrt. Dieses Minus 
wurde bis auf eine spaiter zu erwahnende Ausnahme aber regel- 
maBig wieder gefunden, es ging auch in einzelnen Fallen iiber 
die Analysenfebler hinaus, und ein Austritt vonStickstoff steht auch 
aus dem chemischen Verhalten der ,,Disaminoverbindungen‘ 


1) Skraup u. Hiérnes, Monatsh. f. Chem. 1906, 631. — Skraup, 
Monatsh. f. Chem. 1906, 653; 1907, 447. — Skraup u. Kaas, Ann. 
351, 381, 1907. — H. Lampel, Monatsh. f. Chem. 1907, 625. — 
W. Traxl, Ebenda 1908, 59. 
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so gut im Einklang, daB der schon von Schiff gewahlte Name 
gerechtfertigt erscheint. 

In folgender Tabelle gebe ich die Mittelzahlen der Analysen 
der bisher dargestellten Desaminoproteine. Ihr vorangestellt 
ist eine Zusammenstellung der Prozentzahlen jener Proteine, 
aus welchen die Desaminoverbindungen entstehen. Zum Teil 
wurden diese neu ermittelt, zum Teil wurden sie den Angaben 
des Lehrbuches von Cohnheim entnommen. In diesem Falle 
wurden die Mittelzahlen der von verschiedenen Autoren ver- 


Offentlichten Werte berechnet. 


Casein Serumglobin!) 
nach Gelatine Ovalbumin aus Pferdeblut Edestin 
Hammarsten!) (Goldmarke)!) krystallisiert von Héchst von Héchst 
C 53.00 50,07 52,99 52,71 51,05 
H 7,08 6,87 7,26 7,01 6.81 
N 15,70 18,07 15,50 15,83 18,92 
O 22.60 24,49 22,01 23,30 22,15 
S 0,78 0,50 1.40 115 1,06 
P O84 — 0,84 —_ — 
Desaminoverbindungen. 

C 51,85 50,65 51,14 52,07 51,09 
H 6,98 6,80 6,94 6.77 6,98 
N 15,19 16,83 14,88 14,93 19.62 
O 23,98 25,58 23,61 25,13 21,25 
S 0,78 0,14 2,25 1,19 1,06 
P 0,22 -- 2.38 — — 


Ein Vergleich beider Tabellen zeigt, daB mit Ausnahme 
des Edestins bei der Desamidierung tatsachlich eine Verminderung 
im Stickstofigehalt eintritt. Beim Edestin tritt im Gegenteil eine 
zwar geringe aber doch iiber die Fehlergrenze hinausgehende 
Erhéhung des Stickstoffgehaltes ein. Sie laBt sich schwer er- 
klaren, weil, wie spaiter hervorgeht, das Verhalten des Edestins 
bei der Desamidierung in der Hauptsache das gleiche ist wie 
das der iibrigen Proteine. 

Beim Casein, Ovalbumin, Serumglobulin und dem Glutin 
nimmt auch der Kohlenstoff infolge der Desamidierung ab, der 
Sauerstoffgehalt dafiir zu. Beim Edesin andert sich der C-Gehalt 
nicht, eine geringe Zunahme des Sauerstoffgehaltes ist aber 
hier zu bemerken.) 


1) Cohnheim, EiweiSkérper. 
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Der Wasserstofigehalt zeigt nirgends merkliche Unterschiede. 

Der Schwefelgehalt andert sich nicht beim Casein, Serum- 
globulin und Edestin, er vermindert sich beim Glutin, beim 
Ovalbumin vergréBert er sich, und bei diesem ebenso auch der 
Phosphorgehalt, wahrend beim Casein eine Abnalime im Phosphor- 
gehalt stattfindet. 

Die Produkte der Hydrolyse der fiinf Desaminoverbindungen 
durch Kochen mit konzentrierter Salzsiure oder maBig ver- 
diinnter Schwefelsiure wurden nur beim Casein eingehender 
untersucht. Bei den anderen wurden nur die Hexonbasen be- 
stimmt. Es hatte sich beim Casein nimlich gezeigt, dais die 
meisten Aminoverbindungen, die aus dem urspriinglichen Casein 
durch hydrolytischen Zerfall entstehen, sich beim Desamino- 
casein wiederfinden und auch quantitativ keine oder nur geringe 





Unterschiede auftreten.') |Wesentliche Unterschiedlichkeiten 
treten aber bei den Hexonbasen auf, und diese gehen aus 


folgender Tabelle hervor. 


Proteine 


Casein Gelatine Ovalbumin Serumglobulin Edestin 
Arginin 4.8 9,3 — 2,8 12,04 
Clistidin 2.6 0.4 16 3.4 1,87 
Lysin 5,8 5,5 3,5 42 1,15 


Desaminoproteine. 


Arginin 0.45 2) 3) 28 1,5 
Clistidin 118 2) OS 2.4 19 
Lysin ~— — —- — 


Die Hydrolyse aller fiinf Desaminoproteine zeigte, dab 
diese den Lysinrest nicht mehr enthalten. 
Was das Arginin und Histidin betrifft, so wurden fiir 
die Desaminoverbindung aus Gelatine genaue Zahlen nicht er- 
mittelt. Bei den vier anderen Proteinen stehen die Zahlen fiir 
das Histidin, sowohl bei den genuinen als den desamidierten 


so nahe, daB sie als gleich angenommen werden k6nnen, nur 


} 1) Ob Desaminocasein kein Tyrosin gibt, wie ich und Hérnes an- 
gegeben haben, bedarf nochmaliger Untersuchung. 

2) Nicht genauer angegeben, ahnlich wie beim Glutin. 

| Skraup u. Kaas haben nach cer Kossel-Kutscher- Methode 


Arginin nicht gefunden, Hedin nach seiner Methode im rohen Ei- 
albumin 0,8 °/,. 
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beim Casein ist die Differenz gréGer als durch Versuchsfehler 
erklart werden kann. 

Beim Arginin sind die Zahlen aber sehr ungleich. 

Beim Serumglobulin wird durch Desamidierung der Arginin- 
gehalt gar nicht geandert. Beim Casein und noch mehr beim 
Edestin wird er aber sehr stark herabgesetzt. 

Wie das Verschwinden von Lysin und das Zuriicktreten 
des Arginins zu erkliren ist, kann mit Sicherheit nicht gesagt 
werden. Versuche, die bei der Gelatine eigens angestellt worden 
sind, haben sichere Resultate nicht ergeben. 

Man kann aber doch mit einiger Wahrscheinlichkeit an- 
nehmen, daB die in Rede stehende Erscheinung mit der Ab- 
nahme des Stickstoffgehaltes bei den Desaminoverbindungen und 
weiterhin mit einem Eingriff der salpetrigen Séiure in die Reste 
von Lysin, Arginin und Histidin in Zusammenhang steht. 
Und von dieser Annahme ausgehend kommt man nun zu dem 
weiteren Schlusse, daB in jenen Proteinen, in welchen diese Ab- 
nahmen eintreten, der Lysinrest und der Argininrest (Histidin- 
rest) so angeordnet ist, daS eine Aminogruppe frei ist. 

Und weiter kann man annehmen, daB in dem verwickelten 
Bau der Proteine, in welchem zweifellos sterische Behinderungen 
sich geltend machen werden, solche betreffend dieser Aminogruppe 
nicht bestehen, der Lysinrest und in manchen Proteinen der 
Argininrest deshalb fiir chemische Agenzien zuginglicher und 
mehr an der Oberfliche des Proteins anzunehmen ist. 


In weiterer Verfolgung dieser Schliisse wird es wahrschein- 
lich, daB die Annahme von Kossel, nach welcher der Arginin- 
rest den Kern der Proteine bildet, fiir die meisten der bisher 
von mir auf das Verhalten gegen salpetrige Saiure untersuchten 
Proteine nicht Geltung hat. 














EKinige Bemerkungen iiber die Bangsche Methode der 
Zuckerbestimmung. 
Von 
H, Jessen-Hansen. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 24. April 1908.) 


Herr Ivar Bang hat in dieser Zeitschr. 2, 271, 1906 
eine Methode zur Bestimmung von Traubenzucker ver@ffentlicht, 
mit welcher ich einige Erfahrungen gemacht habe, die ich der 
Mitteilung wert halte, und die den Inhalt der folgenden Zeilen 
ausmachen. 

Des leichteren Verstandnisses wegen sei die Methode, wie 
sie von Bang gegeben ist, ganz kurz rekapituliert. 10 ccm der 
zu analysierenden Fliissigkeit werden mit 50 ccm einer rhodan- 
kaliumhaltigen Soldainischen Kupferlésung wahrend drei 
Minuten auf dem Drahtnetze gekocht und nach Abkiihlung der 
Uberschu8 von Cuprisalz mittels einer ebenfalls rhodankalium- 
haltigen Lésung eines Hydroxylaminsalzes titriert, indem das 
Verschwinden der blauen Farbe als Indikator benutzt wird. 
Die Zugabe von Rhodankalium bewirkt, dafi das Kupferoxydul 
nicht ausgeschieden wird, so da man, wenn die Operation be- 
endet ist, eine wasserhelle, farblose Fliissigkeit vor sich hat. 

Die zwei Loésungen sind so gegeneinander gestellt, daB 
50 cem der Kupferlésung eben durch 50 ccm der Hydroxylamin- 
lésung entfirbt werden, und in einer Tabelle gibt Bang die 
Zahl der Kubikzentimeter Hydroxylaminlésung an, welche 
50 ccm der Kupferlésung nach Kochen mit verschiedenen 
Mengen, von 1 bis 60 mg, Traubenzucker entfairben. Bei der 
Entfairbung spielt sich nach den Versuchen Bangs etwa die 
folgende Reaktion ab: 

10CuO + 8H,NO =-5Cu,0 ---N,O--3N, }- 12H,0. 
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Die Darstellung der Kupferlésung geschieht nach Bang, 
indem man 12,5 g reines CuSO, -+-5H,O in ca. 75 com Wasser 
lost, bis etwa 15°C abkihlt, in eine auf Zimmertemperatur 
gebrachte Lésung von 250,0 g K,CO,, 200,0 g KCNS und 
50,0 g KHCO, in 600 cem Wasser unter Umrihren eingieBt, 
und bis auf 1 Liter mit Wasser ergainzt. Die Temperatur- 
grenzen diirfen nicht wberschritten werden. 

Fiir die Darstellung der Hydroxylaminlésung _ schreibt 
Bang vor, daB man 6,55 g (NH,O),H,SO, in Wasser lést, mit 
einer Lésung von 200,0 g KCNS in ca. 1500 ccm Wasser ver- 
mischt und bis 2 Liter mit Wasser nachfiillt. 

Wie man sogleich sieht, zeichnet sich die Methode durch 
eine auBerordentliche Einfachheit aus, so daB, falls sie ebenso 
genau wie einfach ist, man sich kaum eine bessere vorstellen 
kénnte, und Zweck meiner Versuche war eben, die Genauig- 
keit zu kontrollieren. Wie man spater sehen wird, hat es sich 
gezeigt, daf die Methode im groSen und ganzen eine hin- 
reichende Genauigkeit gibt, besonders dann wenn, sie in gewissen 
tichtungen einer etwas genaueren Priazisierung unterzogen 
wird. 

Das erste, was man zu tun hat, wenn man die Methode 
gebrauchen will, ist selbstverstandlich die zwei Lésungen gegen- 
einander zu stellen. Hier bin ich aber auf eine unerwartete 
Schwierigkeit gestoBen. Denn das erstemal, als ich die Lé- 
sungen darstellte, stimmten sie vorziiglich iiberein, nach der 
Angabe Bangs, als ich aber spiiter eine neue Kupferlésung 
machen wollte, war es mir lange nicht méglich, auch wenn ich, 
wie mich deuchte, noch so sorgsam nach der Vorschrift arbeitete, 
sie von derselben Titer wie die erste zu bekommen. Anstatt 
eine Kupferlésung, welche von einem gleichen Volumen der 
Hydroxylaminlésung entfirbt wurde, bekam ich immer eine, 
welche zur Entfarbung von 50 cem nicht 50 cem Hydroxylamin- 
ldsung, sondern gewoéhnlich nur etwa 45, einmal 46 und ein- 
mal 48 ccm gebrauchte; bis zu 50 konnte ich es aber gar 
nicht mehr treiben. Den Grund dieser Abweichung fand ich 
endlich darin, da8 ich, statt die 12,5 g Kupfersulfat abzuwagen 
und in der vorgeschriebenen Menge (75 ccm) Wasser zu lésen, 
eine aquivalente Menge — 54,34 g — von einer vorratigen 
Kupfersulfatlésung nahm und in die Kalisalzlésung unverdiinnt 














Bemerkungen iiber die Bangsche Methode der Zuckerbestimmung. 25] 


eingoB, indem ich es mir eingangs tiberhaupt nicht einfallen 


lie8, daB dieser Unterschied beziiglich der Konzentration der 
Kupfersulfatlosung etwas bedeuten konnte. Am Ende wurde ich 
aber gezwungen, die Ursache der Abweichungen darin zu suchen, 
und der folgende Versuch, welcher mehrmals wiederholt wurde, 
hat zur Geniige bewiesen, daB sie eben darin steckt. 

300,0 g KCSN 

375,0 g K,CO, 

und 75,0g KHCO, 

wurden in einer Porzellanschale gut gemischt und mit 900 ccm 
destilliertem Wasser von 20° iibergossen. Als die ersten 500 ccm 
zugegeben waren, stieg die Temperatur bis auf 35° als Folge 
der Wasseraufnahme des Kaliumcarbonats, fiel aber nach Zu- 
satz der nachsten 400 cem bis auf 17°, dank der Auflésungs- 
warme des Rhodankaliums. Um eine vollstandige Lésung des 
Bicarbonats zu bewirken, wurde auf dem Wasserbad unter guter 
Umriihrung bis auf 40° erwirmt und sogleich nach der Lésung 
bis auf 17° wieder abgekiihlt. Die, abgesehen von einigen 
Unreinigkeiten der Kalisalze, klare Fliissigkeit wurde durch 
Wagen in drei gleiche Teile geteilt. 

Gleichzeitig wurden dreimal 6,25 g CuSO,,5 aq abgewogen 

und in den folgenden Wassermengen gelist: 
a) in 70 cem, 
b) in 37,5 ecm nach der Vorschrift Bangs, 
c) in 20 cem. 

Diese drei Kupfersulfatlésungen wurden dann auf 13° ab- 
gekiihlt und in je eine Portion der Kalisalzlésung langsam 
unter tiichtiger Umrihrung gegeben, in der Weise, daB der 
momentan gebildete Niederschlag gréBStenteils wieder aufgelést 
war, bevor ein weiterer Zusatz erfolgte. Der einzige Unter- 
schied, welcher sich bei der Vermischung zeigte, war, daB der 
augenblicklich entstehende Niederschlag in c etwas dunkler 
und mehr braunlich gefairbt und etwas langsamer léslich war 
als in b und in dieser wieder ein biBchen dunkler als in a. 
Sogleich nach der Vermischung wurde jede Portion in einem 
MeBkolben auf 500 ccm aufgefiillt und bis zum niichsten Tag 
beiseite gestellt. Dann war in allen drei Kolben ein kleiner 
weiBer Bodensatz, wohl von Kaliumbicarbonat, entstanden. 
Derselbe wurde abfiltriert, ganz nach der Vorschrift Bangs, 
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und die drei Lésungen auf die Hydroxylaminlésung gestellt. 
Dabei haben 50 ccm von 


a) 50,5 ecm Hydroxylaminlésung, 
b) 50,0, a und 
c) 45,0 ,, - 

zur Entfarbung gebraucht. 

Der eigentliche Grund dieses sonderbaren Unterschiedes ist 
nicht leicht anzugeben. Herr Professor Bang, welchem ich 
eine Mitteilung dariiber gab, und der meinen Befund durch 
eigene Versuche bestatigt hat, ist der Ansicht, daB er in einer 
verschiedenen Reduktion der Kupferlésung durch die Kalisalz- 
lésung zu suchen sei; fiir diese Auffassung spricht, daB, wenn 
man 10 cem jeder der drei obengenannten Fliissigkeiten mit 
50 ccm Wasser verdiinnt, dann scheidet sich in c sofort ein weiSer 
feinkérniger Niederschlag ganz vom Aussehen des Kupfer- 
rhodaniirs aus, waihrend a und b klar bleiben. Gibt man aber 
noch 30 cem Wasser zu jeder Probe, entsteht in allen drei ein 
griinlicher, flockiger Niederschlag, der eher wie basisches Kupfer- 
carbonat oder dergleichen aussieht. Naher auf diese Frage 
einzugehen habe ich aber nicht Gelegenheit gehabt. 

Man wird hieraus ersehen, daB es absolut notwendig ist, 
bei der Darstellung der Kupferlésung nicht nur, wie es Bang 
vorschreibt, die Temperaturgrenzen innezuhalten, sondern 
wenigstens ebenso genau zu iiberwachen, da die zusammen- 
zugieBenden Fliissigkeiten genau von der vorgeschriebenen Kon- 
zentration sind, zumal man nicht imstande ist, die einmal her- 
gestellte Lésung spater zu verbessern. 

Die Stellung der zwei Lésungen — kurzheitshalber werde 
ich sie die weiBe und die blaue nennen — gegen einander 
geschieht, indem man zu 50 ccm der blauen Lésung 10 ccm 
Wasser gibt, um in demselben Volumen wie bei der Zucker- 
bestimmung zu arbeiten, und darauf aus einer Biirette die 
weiBe Lésung so schnell wie méglich unter stetem Umschwenken 
zuflieBen laBt, bis die blaue Farbe vdéllig verschwunden ist. Die 
Schnelligkeit des Zuflusses ist nicht ohne Belang, was die 
folgenden Versuche dartun: 


a) 50 ccm der blauen Lésung verbrauchten zur Entfar- 
bung 48,8 ccm der weiBen, indem der Zuflu8 mit einer 
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gleichmaBigen Geschwindigkeit von 5 ccm in 15 Sekunden 
stattfand; 


b) wenn der Zulauf mit 10 ccm in 15 Sekunden geschah, 


~— 


wurden 49,7 cem der weifen Lésung verbraucht; 


— 


c) war die Geschwindigkeit des Zulaufes 20 cem in 15 Se- 


kunden, wurden 50,0 ccm der weiBen Lésung zum Entfarben 
verlangt, und 


- 


d) war die Geschwindigkeit 30 cem in 15 Sekunden, ver- 


~— 


langten 50 cem der blauen Lésung 50,5 cem der weiben, 

um vollig entfarbt zu werden. 

Die gewohnlich verwendete Geschwindigkeit wird ungefahr 
2)ccm in 15 Sekunden betragen. 

Auch ist die Temperatur, bei welcher man titriert, nicht 
ganz gleichgiiltig, was die folgenden Versuche beweisen: 

50 ccm der blauen Lésung verbrauchten zur _ vdolligen 
Entfarbung, Geschwindigkeit des Zulaufes 10 ccm in 15 Se- 
kunden, 

e) wenn sie beim Anfang der Titrierung 32° warm waren, 

48,5 ccm der weiBen Lésung; 

f) wenn sie 185° warm waren (Zimmertemperatur), 

49,7 ccm, und 

g) wenn die Anfangstemperatur 8° betrug, 50,5 ccm. 

Die Temperatur der weiBen Lésung war bei allen 3 Ver- 
suchen dieselbe, namlich 18,5°. 

Auch das Volumen hat einen Einflu8 — was auch 
Bang bemerkt —, der nicht vernachlassigt werden darf; 

h) 50 ccm der blauen Lésung —- 10 ccm Wasser verbrauchten 

50 ccm der weiBen, wahrend 

i) sie ohne Wasserzusatz durch 49,3 ccm entfarbt wurden. 

SchlieBlich méchte ich, was die Einstellung der Lésungen 
betrifft, nur noch bemerken, da es mir nicht gelungen ist, 
den Endpunkt der Titration durch Zusatz von 0,1 cem genau 
zu erkennen; ich habe immer 0,25 ccm oder 4 bis 5 Tropfen 
zugeben miissen, um mit Sicherheit den Ubergang von blau- 
lich an ungefarbt wahrnehmen zu k6énnen. 

Etwas anders liegt die Sache in der Analyse; wenn redu- 
zierter Zucker in der Fliissigkeit anwesend ist, wird die Nuance 


etwas verschieden, so daS der Ubergang scharfer erscheint, und 
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dann lat er sich meistens wohl durch Zusatz von 2 Tropfen 
oder 0,1 cem erkennen. 

Eigentlich sollte die Einstellung der Fliissigkeiten natiirlich 
wie ein blinder Versuch ausgefiihrt werden, das heibt: die 
50 ccm der blauen Lésung —- die 10 cem Wasser sollten dure! 
Erhitzen auf dem Drahtnetze in 3 Minuten zum Sieden ge- 
bracht werden, weiter sieden in 3 Minuten, weiter schnell zur 
Zimmertemperatur abgekiihlt werden, um erst dann durch die 
weilie Lésung zur Farblosigkeit titriert zu werden, indem das 
Kochen der blauen Lésung einen Minderverbrauch der weiBen 
bedingt, welcher in der durch die Verdampfung_herbeige- 
fiihrten Konzentrationsinderung seinen Grund hat, wie die fol- 
genden Versuche zeigen (vgl. auch die Versuche h und i 
S. 253): 

a) 50 ccm der blauen Lésung -} 10 ccm Wasser verbrauchten 

zur Entfairbung 50 ccm der weiBen Lésung. 

b) 50 cem der blauen Lésung -!- 10 cem Wasser in 3’ 30” 
zum Sieden gebracht und darauf das Kochen 3’ fortge- 
setzt, verbrauchten nach Abkiihlung 49,5 ccm der weiBen 
Lésung. Das Gesamtvolumen betrug aber jetzt statt 
109,5 cem nur 101,5 cem; es sind somit 8 cem Wasser 
verdampft. 

Als b, aber nach der Abkiihlung zugegeben 8 ccm 
Wasser vor der Titrierung. Verbraucht 50 ccm der 
weiBen Lésung. 


c 


— 


Da aber die Verdampfung etwas verschieden sein kann, 
je nachdem das Kochen mehr oder weniger lebhaft gewesen ist, 
wird man wohl sicherer gehen, wenn man die Einstellung, so wie 
ich es gemacht habe, ausfiihrt, vorausgesetzt natiirlich, da 
die Einstellung, auf welcher die Tabellen fuBen, in derselben 
Weise gemacht ist, oder anders gesagt, da8 der Nullpunkt der 
Tabelle nicht einem Verbrauch von 50 ccm, sondern etwas 
weniger entspricht. 

In welcher Weise Bang die seiner Tabelle zugrunde 
liegende Einstellung gemacht hat, ist weder in seiner eingangs 
zitierten Abhandlung noch in seiner spiater erschienenen Tabelle 
(Methode der Zuckerbestimmung. Verlag von J. Springer, 1908) 
direkt angegeben. Ich mu8 aber annehmen, daB er, ebenso 
wie ich, die Einstellung ohne vorhergehendes Kochen der 
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blauen Lésung und ohne Riicksicht auf die dadurch entstehenden 
Verschiebungen des Nullpunktes vorgenommen hat, weil die 
nach seiner Vorschrift zubereiteten Loésungen nur dann einander 
genau, Kubikzentimeter fiir Kubikzentimeter entsprechen. 

Aus dem hier Auseinandergesetzten wird hervorgehen, dai 
eine Anderung der Versuchsbedingungen einen nicht unerheb- 
lichen Unterschied der Resultate bedingen wird. Das ist iibri- 
gens nur, was zu erwarten wire, indem in einer Reaktion wie 
die durch die Gleichung 

10CuO -++- 8NH,O = 5Cu,O0 + 12H,O +-N,O +-3N 
ausgedriickte, das Verhaltnis zwischen Stickstoffoxydul und 
freiem Stickstoff sich offenbar leicht durch die Versuchsbedin- 
gungen verschieben laéBt. Andererseits ist die von Anderungen 


2 
2 


der Bedingungen hervorgerufenen Variationen der Resultate 
nicht von der GréSenordnung, daB sie die Methode unbraucl- 
har machen, nur darf man sie nicht auBer acht lassen. 

Gehen wir jetzt zur Betrachtung der von Bang gegebenen 
Tabelle iiber, dann drangt sich zuerst die Bemerkung auf, daf 
das gewihlte System kein gliickliches ist. Die Tabelle gibt 
nimlich die Zuckermenge, welche anwesend ist, wenn eine be- 
stimmte Anzahl Kubikzentimeter der weiBen Lésung zur Ent- 
farbung der mit der Zuckerlésung gekochten 50 cem der blauen 
Lésung verbraucht wird. Mit anderen Worten, die Tabelle 
gibt den Rest des in 50 ccm anwesenden Cuprisalzes, welcher 
nicht vom Zucker reduziert worden ist, was notwendig eine 
Summierung von verschiedenen Fehlern in sich birgt, und es 
setzt jedenfalls voraus, da die zwei Lésungen beide ganz 
richtig’ sind, das heiBt, da® sie nicht nur gegenseitig genau 
sind, sondern auch mit den von Bang bei der Ausarbeitung 
der Tabelle gebrauchten genau iibereinstimmen. 

Mehr sachgema8 wire es gewesen, wenn die Tabelle die 
mit der betreffenden Zuckermenge iAquivalente Menge der 
weiBen Lésung gegeben hatte, oder anders gesagt, wenn es 
die Differenz zwischen der zur Entfarbung von den 50 ccm blauer 
Lésung mit und ohne Zuckerzusatz verwendete Menge der weiBen 
Lésung ware, welche man in der Tabelle zu suchen hatte. Im 
letzteren Falle wiirde man, beim Gebrauch von Lésungen, die 


nur beinahe ,,richtig‘‘ waren, Resultate bekommen, die sich der 
Wahrheit mehr naherten als bei der Benutzung der Tabelle 
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in ihrer jetzigen Form. Ein Beispiel wird das Gesagte ver- 


deutlichen: 


50 cem einer blauen Lésung, welche 43,5 ccm der 
weiben zur Entfarbung verbrauchten, verlangten nach 
dem Kochen mit 50 mg Glucose 2,6 cem der weiBen 
Lésung, um entfarbt zu werden. In der Tabelle findet 
man, da8 ein solcher Verbrauch 56,1 mg Zucker ent- 
spricht, somit betragt der Fehler 6,1 mg. Sucht man dagegen 
in der Tabelle die mit den Differenz 43,5 — 2,6 — 40,9 cem 
aquivalente Menge Zucker, was man in Bangs Tabelle 
unter 9,1 (== 50 — 40,9) findet, ist sie —- 44,6 mg, und 
der Fehler betragt nur 5,4 mg. Noch giinstiger stellt es sich, 
wenn weniger Zucker anwesend, der UberschuB an Cuprisalz 
somit groBer, ist: 50 cem der genannten blauen Lésung mit 
25 mg Glucose gekocht, verbrauchten zur Entfarbung 
19,6 com der weiBen Lésung. Die Tabelle gibt den ent- 
sprechenden Wert == 30,9 mg Glucose, Fehler 5,9 mg, 
wahrend man auf die andere Rechnungsart 22,8 mg findet, 
Fehler nur 2,2 mg. Natiirlich will niemand eine Kupfer- 
lésung von einer solchen Titer verwenden, sie ist aber 
gewahlt, um den Ausschlag zu verdeutlichen, und je naher 
richtig‘ die Lésungen sind, je naher richtig werden 
natiirlich die durch ihren Gebrauch gewonnenen Resultate 
sein. 

Hat man aber zwei ,,richtige‘’ Lésungen, dann wird man 


wohl auch die von Bang gegebene Tabelle verwenden kénnen. 
Die von mir gemachten Kontrollversuche haben Werte gegeben, 
welche wenigstens ebensogut mit der Tabelle als untereinander 


iibereinstimmen, wie die folgende Tabelle zeigt: 


Milligramm Bei der Zuriicktitrierung wurden verbraucht 
Glucose Kubikzentimer Hydroxylaminlésung: 
Von J.-H. Nach der Tabelle B. 


{ 5,9—5,7 —5,3) 


50 5,9 





(5,3—5,3 —5,6 J 
23.7 — 23,1 — 23,6 
25 ~~ , -s 24,1 
, 1 23,9 — 24,0 j , 
5 43,8 43,85 
1 48,0 — 48,1 48,9 


Der prozentisch groBe Unterschied zwischen den Wert 














Bemerkungen iiber die Bangsche Methode der Zuckerbestimmung. 257 


Bangs und den meinigen fiir 1 mg Glucose riihrt wahr- 
scheinlich von der Seite 255 besprochenen Verschiebung des Null- 
punktes her, indem es scheint, als ob Bang den letzten Teil seiner 
Tabelle aus seinen Versuchen mit 5 mg Glucose (I. c. S. 286) 
extrapoliert hat. Ubrigens ist, wie man sieht, die Uberein- 
stimmung meiner Versuche mit den gleichen Zuckermengen 
nicht ganz so gut, wie Bang sie bekommen hat, ohne daB ich 
imstande bin, eine weitere Erklarung dariiber zu geben, als die, 
welche aus dem Vorhergehenden sich ableiten laBt. 

Wenn ich jetzt schlieBlich mein Urteil iiber die Methode 
zusammenfassen soll, wird es etwa folgendermaBen lauten: 

Die Methode ist viel bequemer als irgendeine 
andere mir bekannte, und wenn man die Lésungen in 
jeder Beziehung peinlich genau nach der von Bang ge- 
gebenen Vorschrift darstellt und ebenfalls bei der Aus- 
fiihrung der Analyse immer genau auf dieselbe Weise 
arbeitet, ist auch die Genauigkeit fiir die meisten und 
besonders fiir vergleichende Zwecke eine geniigende. 
Sie verdient deshalb unbedingt eine weitere Bearbeitung, welche 
ihre Anwendung auch fiir die Bestimmung anderer reduzieren- 
der Zuckerarten erméglichen wiirde. Wenn man aber die 
aiuBerste Genauigkeit, die zu erreichen ist, verlangt, ist, soweit 
ich sehen kann, nach wie vor nur die von J. Kjeldahl ge- 
gebene Modifikation der Reduktion durch Fehlingsche Lésung 
zu verwenden. 
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Uber das Verhalten des Salicins im normalen 
und diabetischen Organismus.’) 


Von 
Kaoru Omi. 
(Aus dem chem. Laboratorium des physiologischen Instituts zu Breslau.) 


(Eingegangen am 28. April 1908.) 


Die Veranlassung zu den folgenden Untersuchungen gab 
eine Mitteilung, welche Jayme Ferreira auf dem 15. inter- 
nationalen medizinischen Kongre8 in Lissabon gemacht hatte ®*) : 
es sollte méglich sein, aus dem Verhalten der Salicylsiureaus- 
scheidung nach Eingabe von Salicin einen Schlu8 auf die Pan- 
kreasfunktion zu machen. Auf Wunsch von Herrn Geheimrat 
Garré unternahm ich unter Leitung von Herrn Prof. Réh- 
mann eine Priifung der experimentellen Grundlagen, auf welche 
sich diese Angabe stiitzen konnte, weniger deswegen, weil ich 
jene Angabe von vornherein fiir richtig hielt, als weil iiber das 
Verhalten der Glykoside im Organismus bisher nur wenig be- 
kannt ist. 

Die Tatsache, da8 nach Eingabe von Salicin Salicylséiure 
im Harn ausgeschieden wird, ist lange bekannt. Sie setzt 
voraus, da8 das Salicin gespalten und das hierbei entstehende 
Saligenin oxydiert wird. 


, . — OH 
C,H,,0,-OC,H,-CH,(OH) +- H,O = C,H,,0, +- CoH CH (OH) 
Salicin Glykose Saligenin 
‘/OH : = JOH 
C,H,< CH, (OH) + 0,=C,H, cO,H H,0. 
Saligenin Salicylsiure 


1) vgl. Kaoru Omi, Das Verhalten des Salicins im tierischen Or- 
ganismus. Inaug. Dissert. Breslau 1907; 
2) Ref. Miinch. med. Wochenschr. 1906, 992. 
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Es fragt sich zunichst, wie und wo die Spaltung erfolgt. 
Ferreira scheint anzunehmen, da8 das diastatische Ferment 
des Pankreassekretes die Spaltung im Darme bewirkt. Nun 
ist es aber eine Tatsache, daB Glykoside nicht durch die Dia- 
stase gespalten werden. Salicin wird gespalten durch dasselbe 
Ferment, welches Amygdalin und einige andere Glykoside zer- 
legt, durch Emulsin. Quercitrin, Solanin und Arbutin werden 
durch Emulsion nicht gespalten. 

Im ganzen Darmkanal ist aber kein Enzym vor- 
handen, welches auf Salicin wirkt. Ich iiberzeugte mich 
davon, daB weder der Speichel noch Extrakte des Pankreas, 
noch Extrakte der Diinndarmschleimhaut auf Salicin einwirkten, 
wahrend dieses durch Kahlbaumsches Emulsin leicht ge- 
spalten wurde. 

Die Spaltung des Salicins 148t sich auBer durch 
Emulsin auch noch erzielen durch die Faulnis.') 

Die Spaltung des Salicins, welches bei einem Menschen 
nach der Aufnahme per os eintritt, erfolgt also nicht durch 
ein in den Darm hinein abgesondertes Enzym, besonders nicht 
durch ein vom Pankreas gebildetes Enzym, sondern kann durch 
die Darmfaulnis bewirkt werden. 

Damit scheint zunachst der Ferreiraschen Methode der 
Boden entzogen zu sein. 

Es liegen nun aber Beobachtungen vor, nach denen Gly- 
koside schon im oberen Teil des Diinndarms resorbiert werden 
und zum Teil unveraindert in den Harn iibergehen.*) Werden 
aber nicht auch Glykoside in den Geweben zerlegt? 

Um dies zu priifen, untersuchte ich die Wirkung von 
Organextrakten auf Salicin. 

Etwa 20g der fein zerkleinerten Leber oder Niere vom Mensch, 
Hund oder Kaninchen wurden mit 100 cem Chloroformwasser, dem 2 cem 
10°/, alkoholische Thymollésung zugesetzt worden waren, etwa 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur extrahiert. Von den Extrakten wurden 30 ccm 
mit 1g Salizin 24 Stunden in der Wirme stehen gelassen. Nach Zusatz 
von etwas Kochsalz wurde im Wasserbade erhitzt und tropfenweise ver- 


1) 5. auch E. Salkowski u. J. Munk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
1, 367. 

2) H. Ranke und Erdmann, Zeitschr. f. prakt. Chem. 56, 15, 1852. 
Zit. nach Grisson (s. u.). Weith, Berichte d. Deutsch. chem. Ges. 


10, 979, 1877. 
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diinnte Essigsiure hinzugefiigt, bis das EiweiB koagulierte. Das ab 
gekihlte Filtrat wurde mit Ather ausgeschiittelt, der Ather verdunstet, 
der Riickstand in Wasser gelist und mit Eisenchlorid gepriift. Blau- 
firbung bewies die Anwesenheit von Saligenin, d. h. die eingetretene 
Spaltung. 

Es ergab sich, da8 Blut und Muskel weder bei Kaninchen 
noch bei Hunden das Salicin zerlegen. Bei der Priifung von 
Leber und Niere zeigte sich ein sehr auffallender Unter- 
schied zwischen dem Hunde einerseits und Kaninchen, 
Hammel, Schwein, Rind andererseits. Von den Organen 
des ersteren wurde das Salicin gar nicht oder nur in Spuren 
zerlegt, von denen der letzteren dagegen in mehr oder gréBerem 
Umfange. Der Atherriickstand bei jenen war sparlich und gab 
keine oder nur schwache Eisenchloridreaktion, bei diesen war 
er reichlicher; beim Kaninchen blieb nach Verdunsten des 
Athers eine erhebliche Menge Substanz zuriick, die aus Benzol, 
wie Saligenin krystallisierte, starke Eisenchloridreaktion gab, 
aber einen etwas zu niedrigen Schmelzpunkt (75°) zeigte. 

Auch die Leber des Menschen zerlegt das Salicin nur wenig, 
die Niere vielleicht gar nicht. 

Als ich diese Beobachtungen bereits gemacht hatte, fand 
ich in einer sehr lesenswerten Dissertation, die von H. Grisson 
unter der Leitung von O. Nasse gemacht worden war, ganz 
ihnliche Versuche’.) 

Hier wurde der Brei von frischen Organen mit Sa- 
licin, Helicin und Arbutin versetzt und nach einiger Zeit 
untersucht, ob eine Spaltung eingetreten war. Es zeigte sich 
ebenfalls, daB Blut und Muskeln weder bei Hund noch bei 
Katze und Kaninchen auf Salicin, sowie Helicin und Arbutin 
einwirkten. Die Lunge von Hund und Katze zerlegte nur 
Arbutin, die Leber und Niere vom Hunde wirkte nicht auf 
Salicin, meist auch nicht auf Helicin, aber auf Arbutin; Leber 
und Niere des Kaninchens spaltete alle Glykoside, die Leber 
der Katze spaltete Helicin und Arbutin. Salicin wurde nicht 
geprift. Abgesehen von den Unterschieden, welche dieselben 
Organe gegeniiber den verschiedenen Glykosiden zeigten, Unter- 
schiede, die uns hier im Augenblick nicht interessieren, tritt 
uns derselbe Unterschied der Leber und auch der Niere 


1) Uber das Verhalten der Glukoside im Tierkérper, Inaug.-Diss. 
Rostock 1887. — Maly, Jahresber. f. Tierchem. 17, 91, 1887. 
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des Hundes gegeniiber der des Kaninchens in bezug 


auf die Salicinspaltung entgegen, den auch ich soeben 
beschrieb. 

Gegen diese Versuche von Grisson lieBe sich nur der Ein- 
wand erheben, da® sie ohne Zusatz eines Antiseptikums an- 
gestellt waren. Er fallt aber deswegen weniger ins Gewicht, 
weil die Versuche nur von kurzer Dauer waren und die Ver- 
suche mit den Organen des Hundes nicht in so typischer Weise 
negativ ausgefallen ware, wenn bei ihnen die Fiaulnis eine 
wesentliche Rolle gespielt hatte. 

Grisson versuchte auch mit Organextrakten die Spal- 
tung der Glykoside zu erhalten. Er benutzte aber zur Ex- 
traktion Glycerin, und die mit diesen Extrakten ausgefiihrten 
Versuche fielen negativ aus. Es schien ihm deshalb, ,,als ob 
die wirksame Kraft sich nicht aus den Zellen extrahieren lieBe, 
da8 sie entweder unldslich ist oder mit den Zellen gleichzeitig 
abstirbt oder iiberhaupt nicht als Substanz vorhanden ist, son- 
dern eine Funktion der lebenden Organzelle selbst darstellt*. 

Im Gegensatz hierzu zeigen meine Versuche, daB die Spal- 
tung des Salicins und somit auch vermutlich die der betreffenden 
anderen Glykoside durch eine Substanz bewirkt wird, die sich 
den Organen durch Wasser entziehen ]4Bt. Wir kénnen also 
sagen, die Leber und Niere des Pflanzenfressers (Kanin- 
chen, Hammel, Rind und Schwein) enthalten ein Sali- 
cin spaltendes Enzym, ein Emulsin, das in den Organ- 
extrakten der Fleischfresser in manchen Piallen gar 
nicht, in anderen nur mit schwacher Wirkung nach- 
weisbar ist. Ahnlich dem Fleischfresser verhalt sich 
der Mensch. 

Diese Unterschiede der Fermentwirkung brauchen jedoch 
nicht notwendig auf einem verschiedenen Fermentgehalt zu 
beruhen, denn sie kénnen auch dadurch sich erklaren, da in 
den Organen Substanzen enthalten sind, welche die Ferment- 
wirkung in positivem oder negativem Sinne beeinflussen, sie 
hemmen oder verstirken. Die Moglichkeit, daB Stoffe in der 
Leber vorhanden sind, die in dieser Weise wirken, kann man 
nicht leugnen, um so weniger, als Grisson gezeigt hat, dal 
die Glykosidspaltung durch einen Stoff wie Chinin mehr oder 
weniger vollstaindig gehindert wird. 
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In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen an Organ- 
extrakten steht das Verhalten der Ausscheidung von Salicyl- 
siure nach subcutaner und intravenéser Injektion von 
Salicin. Wie schon Marmé!') fand, verhalten sich hierbei 
der Hund und die Katze anders als das Kaninchen. Beim 
Fleischfresser l148t sich im Harn mittels Eisenchlorid keine oder 
nur eine geringe Menge Salicylsiure nachweisen, beim Kanin- 
chen ist die Eisenchloridreaktion eine starke. Ein ahnlicher 
Unterschied zeigt sich auch beim Fiitterungsversuche. Die 
Salicylsaurereaktion fiel im Harn des Kaninchens nach Eingabe 
von Salicin stets starker aus, als beim Hunde. Die Ursache 
hierfiir konnte auf eine verschiedene Fermentationskraft der 
Organe, im besonderen der Leber des Fleisch- und Pflanzen- 
fressers bezogen werden, aber auch auf einer verschiedenen 
Starke der Faulnisspaltung im Darm beruhen. Durch den Ein- 
fluB der letzteren lieB sich erklaren, daB sowohl beim Kaninchen 
wie beim Hunde nach der Eingabe per os anscheinend mehr 
Salicylsiure ausgeschieden wurde, als nach subcutaner Ein- 
Einspritzung der gleichen Menge Salicin. 

Diese Beobachtungen lieBen es aber wieder als méglich er- 
scheinen, daB, wenn auch nicht die Theorie Ferreiras, so doch 
seine Beobachtungen richtig waren und veranlaBten mich, bei 
Hunden nach der Exstirpation des Pankreas das Ver- 
halten des Salicins zu priifen. Ich konnte aber nach der Ein- 
gabe per os keinen deutlichen Unterschied in der Salicylsaure- 
ausscheidung feststellen. Dagegen war die Salicinspaltung 
durch die Leberextrakte nach der Pankreasexstirpation 
in allen Fallen starker als bei Lebern von normalen 
Hunden. 

Um zu sehen, ob in der Leber von normalen Hunden viel- 
leicht ein Stoff vorhanden war, welcher die Glykosidspaltung 
hemmte, erwarmte ich die Extrakte 1 Stunde auf 50°C und 
lieS das klare Filtrat auf Salicin einwirken. Eine Spaltung 
trat nicht ein. Die in gleicher Weise hergestellten Extrakte 
der Lebern von pankreaslosen Hunden zerlegten das Sali- 
cin stark. 

In einigen weiteren Versuchen priifte ich eine Mischung 


1) Jahresber. f. Tierchenr. 8, 193, 1878. 
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von 20ccm Leberextrakt und 2ccm Pankreasextrakt oder 
20cem Pankreasextrakt und 2ccm Leberextrakt von normalen 
Hunden, auch hier ohne Spaltung des Salicins zu beobachten. 

Ich muB es demnach als ein sicheres Resultat betrachten. 


da8 in der Leber von Hunden nach der Exstirpation 


des Pankreas eine Emulsinwirkung nachweisbar ist, 
die sich bei normalen Hunden nicht findet. 

Die weitere Untersuchung soll sich auf das Verhalten der 
Leberextrakte pankreasloser Hunde zu anderen Glykosiden er- 
strecken, sowie auf das Verhalten zu gepaarten Glykuronsiuren, 
auch soll eine Methode gesucht werden, um die Starke dieser 
Fermentwirkung zahlenmaBig auszudriicken. 











Die Ausscheidung der Atherschwefelsauren im Harn nach 
Einfiihrung von Salicin in den Kérper des gesunden und 
des pankreaslosen Hundes. 


Von 
Chasaburo Kusumoto aus Osaka (Japan). 
(Aus dem chem. Laboratorium des physiologischen Instituts zu Breslau.) 


(Eingegangen am 28. April 1908.) 


Bei den Versuchen iiber das Verhalten des Salicins im 
Kérper des gesunden und diabetischen Hundes hatte K. Omi 
das Verhalten der Salicylsiureausscheidung im Harn mit Hilfe 
der Eisenchloridreaktion verfolgt. Genaue Bestimmungen der 
Salicylsiure sind zurzeit mangels einer geeigneten Methode nicht 
méglich. Von dem Saligenin, das durch Spaltung des Salicins 
im Organismus entsteht, wird aber nur ein Teil zu Salicylsiure 
oxydiert, ein anderer Teil wird als Atherschwefelsiure aus- 
geschieden, wie dies schon von E. Baumann und E. Herter’) 
gefunden worden war. 

Mit Riicksicht auf die Beobachtung, da8 beim Pflanzen- 
fresser nach Eingabe von Salicin anscheinend mehr Salicylsdure 
ausgeschieden wird als beim Fleischfresser, schien es nicht ohne 
Interesse, auch das Verhalten der Atherschwefelsauren beim 
Fleisch- und Pflanzenfresser nach Darreichung von Salicin zu 
untersuchen. 

Eine weitere Frage war die, wie sich die Ausscheidung 
der Atherschwefelsiiuren beim Hunde nach Eingabe von Salicin 
vor und nach der Pankreasexstirpation verhielt. Denn man 
konnte auf diesem Wege erkennen, ob durch die Pankreas- 
exstirpation die Salicinspaltung in den Geweben, speziell in der 








1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 244, 1877. 
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Leber beeinflu8t wurde, vorausgesetzt, da die Synthese der 


Atherschwefelsiuren auch nach der Pankreasexstirpation in ge- 
wohnlicher Weise erfolgte. Zur Beantwortung dieser Fragen 
stellte ich die folgenden Versuche unter Leitung von Prof. 
F. Réhmann an Kaninchen und Hunden an. 

Die Kaninchen befanden sich in einem Kafig, in dem der 
Harn ohne Verlust gesammelt wurde. Die 24stiindige Menge 
suchte ich durch Auspressen der Blase zu erhalten. Die Hunde 
wurden im Stoffwechselkafig gehalten, mit abgewogenen Mengen 
Pferdefleisch und Speck, gelegentlich auch mit einer gewissen 
Menge Milch gefiittert. Der Harn wurde taglich um dieselbe 
Zeit mittels Katheter abgegrenzt. 

Die Bestimmung der Atherschwefelsiure geschah nach 
E. Salkowski. Das Bariumsulfat wurde auf einem mit Asbest 
beschickten Gootschtiegel aus Porzellan gesammelt. 


I. Versuche an Kaninchen. 


1. Salicin subcutan. 





2 
s= one, Es . Der Salicyl- 
Datum = § = | mengesa &| Harn siure- Bemerkungen 
i bo Bo << 3 dreht reaktion 
1907 kg BaSO, a — 
17. Febr. 3,38 86 0,1170 nicht Das Kaninchen 
ma ee 3,37 118 0,1132 erhalt als Futter 
am . & 3,35 119 0,0738 a Hafer u. Wasser. 
_— 3,35 | 142 0,1358 si Am 2]. und 22 


21. ” 3,30 63 0,0650 ” Februar je 2 g 
ae 3,20 144 0,2019 links 24’ sehr stark |Salicin subcutan. 


3,12 85 0,2195 ,, 30’ ” 
24. ,, 3,05 113 O1173 sy, rg schwach 
SS «ss 3,05 95 0,0646 sehr schwach 


26. ,, 2,95 89 0,0854 
- aa 2,95 69 0,0838 





An den drei Tagen, die der Salicininjektion vorhergingen, 
schied das Kaninchen im Tage durchschnittlich eine Menge von 
Atherschwefelsiuren aus, die einer Menge von 0,0915 g BaSO, 
entsprachen. Addiert man die BaSO,-Werte der drei folgenden 
Tage, die unter dem EinfluB der Salicininjektion standen, und 
subtrahiert von dieser Summe 3 >< 0,0915, so erhalt man einen 
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Wert von 0,2642 g BaSO,, welcher etwa der Zunahme ent- 
spricht, die auf den Ubergang von Saligeninschwefelsaure in den 
Harn zu beziehen ist. Berechnet man aus dem Bariumsulfat die 
entsprechenden Mengen Salicin, welche bei der Saligeninbildung 
gespalten wurde und bezieht die Werte auf 1 g eingefiihrtes 
Salicin, so ergibt sich: Zunahme der Atherschwefelsauren fiir 
1 g subcutan eingefiihrtes Salicin 0,064 g BaSO, entsprechend 
0,0784 g Salicin. 

2. Salicin per os. 





, 2 
‘= <2 38 
22 H Sta yg a Salicyl- 
Datum 5p | ara-'5 BB | Grent im siiure Bemerkungen 
2 & menge <4 5 1 dem- akti 
a 7s Rohr rea ion 
1907 sig BaSO, dl 
27. Febr. 2,95 69 0,0838 Nahrung: Hafer 
a «3 2,90 64 0,0901 und Wasser. 
1. Marz 2,80 77 00,0659 Am l. u. 2. Marz 
& «= |e 90 06,2751 links 40’ sehr stark |je 2 g Salicin 
Sx 265 98 0,8256 ,, 42’ ts per os. 
i «a 2,62 52 (00776 ,, 7’ stark 
a 252 83 0,1086 sehr schwach 





In gleicher Weise berechnet betrug die Zunahme der 
Atherschwefelsaure fiir 1 g per os aufgenommenes Sali- 
cin 0,1096 g BaSO, entsprechend 0,133 g Salicin. Die Aus- 
scheidung der Atherschwefelsiuren war also ebenso wie an- 
scheinend auch die Salicylsiureausscheidung nach der Dar- 
reichung per os gréBer als nach der subcutanen Einspritzung. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, dreht der Harn so- 
wohl nach der subcutanen Einspritzung von Salicin, wie nach 
der Darreichung per os links. Diese Drehung schien nicht 
darauf zu beruhen, daB ein Teil des abgespaltenen Saligenins 
sich mit Glykusoséiure verbunden hatte. Es schien vielmehr 
unverandertes Salicin in den Harn iiberzugehen.’) 

Salicin dreht links und zwar ist in 5°/,iger Lésung das 
Drehungsvermégen [«]p gleich — 62,56°. Nimmt man nun an, 
daB die Linksdrehung nur durch Salicin bedingt war, so wurden 
nach der Darreichung von 4g per os am ersten Tage 0,96 g, 


1) H. Ranke und Erdmann, Journ. f. prakt. Chem. 56, 15, 1852. 
Weith, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 10, 679, 1877. 
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am zweiten 1,09 g, am dritten Tage 0,097 g, im ganzen also 
etwa 2,15 g unveraindert durch den Harn ausgeschieden. Die 
Menge Salicin, die dem als Atherschwefelséuren ausgeschiedenen 
Saligenin entspricht, war 0,532. Von den eingefiihrten 4 g 
Salicin lieBen sich also als Saligenin bzw. unverindertes Salicin 
etwa 2,67 g wieder finden. Von dem Rest wurde ein Teil in 
Form von Salicyl- bzw. Salicylursiure ausgeschieden, ein Teil 
vielleicht im Koérper verbrannt, ein anderer verlieB vielleicht 
auch mit den Faeces den Ko6rper. 

Nach subcutaner Einspritzung von 4 g Salicin wurden 
von dem Kaninchen ausgeschieden am ersten Tage 0,92 g, am 
zweiten 0,68 g, am dritten 0,21 g, im ganzen also etwa 1,81 g 
Salicin. Rechnet man dazu die der Saligeninschwefelsiure ent- 
sprechende Menge von 0,3136 g, so wurden vom eingefiihrten 
Salicin im Harn wieder gefunden 2,12 g, also etwas weniger als 
nach der Darreichung per os. Hier fallt die Méglichkeit, dab 
ein Teil des Salicins durch die Faeces ausgeschieden wurde, fort. 
Der fehlende Rest war also entweder durch die Nieren in Form 
von Salicylsiure ausgeschieden oder im Korper verbrannt worden. 


II. Versuche an normalen Hunden. 


1. Salicin subcutan. 





5 = a 2 Salicyl. Der Harn 
&,.2 cos yl- : 
Datum EE a Sze saiure- — Bemerkungen 
i to eng? <6 So reaktion > 
w tohr 
1907 kg BaSO, 
21. Maérz 102 353 0,1368 Nahrung: 200 g 
SS « 10,0 352 =—0,1246 Pferdefleisch, 
 w 10,0 448 0,1267 40g Speck, Wass. 
2%. 10, 310 0.4590  schwach — 23’ | Am 23. Marz 4¢ 
25. 5 9,8 306 0,2068 Salicinsubcutan. 
a 9,9 332 0,1674 





In der Vorperiode war die Menge der Atherschwefelsaure 
durchschnittlich gleich 0,1294 g BaSO,, die Zunahme am Tage 
der Salicindarreichung und dem folgenden Tage war gleich 
0,5364 g BaSO,, d. h. 

Zunahme fiir 1 g Salicin = 0,1341 g BaSO, 
== 0,168 g Salicin. 
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Aus der Linksdrehung berechnet sich eine Ausscheidung 
von etwa 1,90 g unverindertem Salicin. 


2. Salicin subcutan. 








£3 cee! Salicyl- Der Harn 
Datum £6 Harn- See saure- a iN) Bemerkungen 
2 & menge <-¢ 3 reaktion a 
1907 kg _ BaSO, : > 
12. Mai 104 140 03111 Der Hund 
i 10,3 85 0,3043 hungert vom 19 
10,2 80 0,3501 Mai ab. 
am ;, 10,1 94 0,6557  schwach — 46’ | Am 14. Mai 4¢ 
mM w 10,0 80 0,2260sehr schwach — 10’ |Salicinsubcutan. 
ie 10,0 80 0,2392 


Der Hund scheidet wahrend dieser Hungerperiode vor der 
Salicindarreichung aus: Atherschwefelsiuren im Tage durch- 
schnittlich entsprechend 0,3218 g BaSO,. Die Zunahme ist am 
Salicintage gleich 0,3339 g BaSO,, also 
Zunahme der Atherschwefelsauren fiir 1 gSalicin = 0,0835 g BaSO, 

== 0,1023 g Salicin. 

Salicin wurde ausgeschieden am ersten Tage nach der Fin- 
spritzung 1,15 g, am zweiten Tage 0,26 g. 


3. Salicin per os. 





we = 4 
ee £2 ‘ots Der Harn 
iC} oD » Salicyl- | ; 
Datum ES past SEE siure- | sip ig Bemerkungen 
< to ng°/< 9:3  reaktion Rohr 
1907_ | kg | _|BaSO, | —_ 
29. Marz 9,7 525 0,1962 Futter: 200 ¢g 
30. , 9,8 405 0,2058 Pferdefl., 40 g 
— « 9,9 440 1,1290 sehr stark — 13’ |Speck, Wassser 
1. April, 9,6 520 0,1184 schwach Am 30. Marz 4¢ 
Rs 95 6540 0,0888 Salicin per os. 
3. , | 9,9- 695 | 0,0858 





Der Hund scheidet an Atherschwefelsiuren aus in der Vor- 
periode im Tag 0,2010 g BaSO,, Zunahme nach der Darreichung 
von Salicin = 0,8454 g BaSQ,. 
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Zunahme der Atherschwefelsauren fiir 1 g Salicin = 0,2113 g 
BaSO, = 0,259 g Salicin. Salicin wurde ausgeschieden 1,52 g. 

Es war also auch beim Hunde nach der Eingabe per os 
die Ausscheidung der Atherschwefelséuren eine gréBere als nach 
subcutaner Einspritzung. 

Auffallend ist in diesen und einigen anderen Versuchen 
das Absinken der Atherschwefelséuren in der Periode nach der 
Salicindarreichung. 

Stellen wir die Ergebnisse dieser Versuche zusammen, so 
ergibt sich fiir das Verhalten des Salicins bei normalen Kanin- 
chen und Hunden folgendes: 

Nach Darreichung von 4g Salicin wurden im Harn aus- 
geschieden: 


in Form von 


pa Saligeninither- vont 

snare schwefelsaiure _— 

nach subeutaner 

Einspritzung . 1,81 0,313 2,12 | 

nach Aufnahme Kaninchen 
prd ... 56 0,532 2,68 

nach subcutaner 1,90 0,672 2.62 

Eiaspritzung 1,41 0,409 1,82 = 
nach Aufnahme 

perros... 1,52 1,036 2,87 





Von dem eingefiihrten Salicin wird, vorausgesetzt, daB die 
beobachtete Linksdrehung des Harns nur auf Salicin zu beziehen 
ist, ein sehr wesentlicher Bruchteil unveraindert ausgeschieden, 
und zwar sowohl nach subcutaner Einspritzung, wie nach der 
Darreichung per os. In letzterem Falle erfolgt also die Re- 
sorption zum Teil eher, als das Salicin in den Bereich der 
Darmfaulnis gelangt. 

Weiter wurden von dem im Salicin eingefiihrten Saligenin 
beim Kaninchen nach subcutaner Einspritzung 7,8°/,, nach 
Darreichung per os 13,3°/,, beim Hunde nach subcutaner Ein- 
spritzung 10,2 bzw. 16,8°/,, nach Darreichung per os 25,9°/, 
in Form von Atherschwefelséuren ausgeschieden. 

Es wird also sowohl beim Kaninchen wie beim Hunde 
eine Menge von mindestens 10°/, des Salicins durch das 
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Emulsin der Gewebe zerlegt. Ein Minimalwert ist dies deshalb, 
weil ein Teil des Saligenins zu Salicylsiure oxydiert wird. 

Nach der Einfiihrung des Salicins vom Darm aus ist die 
Ausscheidung der Atherschwefelsiuren sowohl beim Hunde als 
auch beim Kaninchen gréBer als nach der subcutanen Ein- 
spritzung. Zu dem Saligenin, das durch die Fermentwirkung 
der Gewebe in Freiheit gesetzt wird, kommt noch dasjenige 
hinzu, das durch Spaltung im Darme entsteht. 


Ill. Versuche an Hunden nach der Exstirpation des 
Pankreas. 


1. Pankreasexstirpation ohne Diabetes. Salicin subcutan. 


Voranschicken will ich einen Versuch, bei dem wir das 
Pankreas wie in anderen, diesen vorhergehenden Versuchen 
vollkommen herausgenommen zu haben glaubten, auch bei der 
Sektion keine Pankreasreste fanden, aber kein Zucker im 
Harn aufgetreten war. Als der Hund sich nach der Operation 
erholt hatte, zeigte er nur einen auffallenden Hunger und 
Durst. Es war derselbe Hund (II.2.), dem vor der Operation 
wahrend einer Hungerperiode Salicin subcutan eingespritzt worden 
war. Nach Beendigung der Hungerperiode war er gut ge- 
fiittert worden. 





2 
es noe ee Der Harn 
Datum BS Harn 4 = : yoo dreht im Bemerkungen 
|i & Mmonse<-e.2 reaktion — 
ohr 
1907 | kg BaSO, 
29. Mai 10,3 Pankreasheraus- 
30. ,, 10,3, 240 0,1728 genommen am 
- « 99 464 0,2044 28. Mai. Futter: 
1. Juni 9,7 | 27 0.4034 sehr schwach links 46’ |29. Mai 150 ‘g 
-  “ 9,6 350 0,1092 » 10 ]|Mileh, an den 
~~ ws 9.7 340 0,1006 folgenden Tagen 
Se wa 10,0 - 360 0,1109 350 g_ Fleisch, 
250 g Milch. 
Vom 2. Juni ab 
400 g Fleisch u. 
250 g Milch. 
Am 31. Mai 4 ¢ 
Salicin subcutan 





———————eeoO 
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Die Ausscheidung der Atherschwefelsiuren nahm auch in 
diesem Versuche nach der subcutanen Einspritzung zu. Zielt 
man auch hier vom BaSO, des Salicintages den Mittelwert der 
beiden vorhergehenden Tage ab, so findet man eine Zunahme 
von 0,2148 g BaSO,, also Zunahme der Atherschwefelsiuren fiir 
1 g Salicin = 0,0537 g BaSO, = 0,0657 g Salicin. 

Auch hier wurde, wie unter normalen Verhiltnissen, ein 
Teil des Salicins unveraindert durch den Harn ausgeschieden 

2. Pankreasexstirpation. Diabetes. Salicin subcutan. 





mn 
re ar _ Der Harn 
Datum es Harn- 5 ze dreht im Bemerkungen 
> a ~ ne 
iv D menge = se 1 dem-Rohbr e 
50 ih a 
aa rechts 
1907 kg BaSO, 


20. April 12,4 595 0,1358 2° 27’ 18. April Pankr. exstirpiert. 
-— « 11,5 610 0,1686 29 28’ D. Hund friBt fast gar nicht, 
re 113 615 0,1107 19 22” trinkt sehr viel Wasser. 

23. 4s 11,1 456 0,1512 1° 32" Am 21. April 4,5 g Salicin 


99 


subcutan. Nach dem Ver 
giren und Kliaren durch 
Bleiacetat dreht der Harn 
am 22. April 15’, am 23. April 
7’ nach links. Keine Re 
aktion auf Salicylsaure. 





In diesem Versuche war nach der subcutanen Injektion von 
Salicin keine Vermehrung der Atherschwefelséuren eingetreten. 
3. Pankreasexstirpation. Diabetes. Salicin subcutan. 





ae »  Ather- Der Harn 
Datum Aum £8 schwefel- dreht im 
BE OF Biome ls ld R Bemerkungen 
oh P siiuren a cm-R. 
1907 _ BaSO, rechts 
8. Juni 11,5 550 , 0,0759 2° 45’ Operation am 6, Juni. 


= 11,0 530 0,0900 2° 33’ Der Hund friBt nicht, trinkt 

wb. 10,5 530 0,2685 1° 48’ viel Wasser. 
as ws 103 600 | 0,1296 : 9. und 12. Juni je 4¢ 
if: ; 9.6 540 0,1850 = Salicin subcutan. An dem 
13. , | 9,3 | 550 | 0,3495 1°25’ — der Injektion folgendenTage 
| beide Maleschwache Salicy1- 
siurereaktion. Nach dem 


| Vergiiren dreht der Harn 
| vom 10. Juni — 20’, der 
vom 13. Juni — 8’. 
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Ziehen wir von der Summe der am 10. und 11. Juni aus- 
geschiedenen Atherschwefelsiuren den Durchschnitt der beiden 
vorhergehenden Tage ab, so ergibt sich eine Zunahme von 
0,3152 g BaSO,, d. h.: 

Zunahme der Atherschwefelsauren fiir 1 g Salicin—=0,0788 g BaSO, 
= 0,0967 gSalicin. 

Auch nach der zweiten Injektion nimmt die Menge der Ather- 
schwefelsiuren zu. Die verhaltnismaBig hohen Zahlen am 12. und 
13.Juni waren wahrscheinlich die Folge einer Darmabknickung, die 
bei der Sektion festgestellt wurde. Der Diinndarm war an einer 
Stelle mit der Operationsnarbe verwachsen und undurchgingig. 


4. Pankreasexstirpation. Diabetes. Salicin subcutan. 





Ather- Der Harn 


es 
eH 2.2 
Datum a E 2 - ag — " Bemerkungen 
22 tg Sdurenals rechts im 
1907 Ag BaSO, 1 dcem-R. 
28. Juni 9,0 470 0,2409 2° 2’ Operation: 26. Juni. Fribt 
a 8,8 340 00,0603 am 27. Juni 130 g Pferde- 
30. .. 85 340 0,1800 1°48’ = fleisch, am 28. Juni ? 
1. Juli 84 130 ©0,0979 | 1°55’ am 29. Juni Injektion von 
4g Salicin. 


Im Vergleich zum Tage vor und nach der Operation ist 
eine deutliche Zunahme der Atherschwefelsiuren vorhanden. 
Der etwas héhere Wert am 28. Juni hangt vielleicht damit zu- 
sammen, da8 als Antiseptikum bei der Operation Carbolsaure 
verwendet worden war, von der etwas zur Resorption gelangt 
und noch nicht vollstaéndig ausgeschieden war. Beziehen wir 
die Zunahme auf den Tag vor der Operation, so entspricht sie 
0,1200 g BaSO,, d. h.: Zunahme der Atherschwefelsduren fiir 
| g injiziertes Salicin 0,0300 g BaSO, = 0,0374 g Salicin. 


5. Pankreasexstirpation. Diabetes. Salicin subkutan. 





| Ather- 


ss . © Zucker 

Datum E - E a we. | ausge- | Bemerkungen 
Z 2 = g esuren as schieden i 

1907 “kg oes | 


9. Marz 11,0 650 0,1696 22,2 g Operation: 6. Marz. Der 

10. ,, 105 | 715 | 01450 | 386, | Hund fri€t nicht, aber sauft 
- oe 97 | 970 | 01747 | 37.4.,, | viel Wasser. 10, Marz 4g 
12 , | 95 | 730 | 01155 | 235.,, | Salicin subcutan. 11. Marz 
| keine Eisenchloridreaktion. 
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Die Zunahme der Atherschwefelséiuren ist nur eine sehr 
geringe. Sie betragt im Vergleich zum Mittel der beiden der 
Salicininjektion vorhergehenden Tage nur 0,0172 g BaSO,, d. h. 
Zunahme der Atherschwefelsiuren fiir 1 g injiziertes Salicin 
0,0043 g BaSO, = 0,0057 g Salicin. 

6. Pankreasexstirpation. Diabetes. Salicin bzw. Saligenin subcutan. 





BRS Ath hwefel.. Zucker | 
Datum | 22 | Ham. “terse ps ” ausge- ——. 
1908 wz & menge Bak : : schieden | seine 
kg ‘ a 
21. Marz} 82 305 0,1280 27,2 Operation: 19. Marz. 
22. ,, | 80 | 265 0,1579 221 In — ersten Tagen 
“ ie ais eore ° fribt der Hund nicht, 
» ws 18 yond = 22,9 Am 23. Marz friBt er 
24. Cs, 78 | 450 0,1995 34,8 300g an den folgenden 
_ “a 7,6 550 0,2373 | 40,3 Tagen 400 g Pferde- 
26. , | 74 | 440 | 00,2353 | 35,1 gag oe 3g 
ov "9 ~— oe - Salicin subcutan. 
oi llies ers — 0,8954 | 374 96 Marz 1,5g Saligenin 
S 6 1,2 | 525 0,4486 30,4 subeutan. Am Tage 
29. 70 440 0,1798 38,4 nach der Saligeninin- 
~~ | 68 jektion fairbt sich der 
31 6.7 Harn mit Eisenchlorid 
a ath : stark blaurot, am fol- 
genden Tage nur noch 
sehr schwach. 





In diesem Versuche ist die Zunahme der Atherschwefel- 
siuren eine sehr deutliche, aber doch klein im Verhaltnis zur 
Zunahme nach Injektion der gleichwertigen Menge Saligenin. 

Die Zunahme nach der Salicininjektion entspricht im Ver- 
gleich zum Mittel der beiden der Salicininjektion vorher- 
gehenden Tage 0,1423 g BaSO,, also Zunahme der Ather- 
schwefelsiuren fiir 1 g injiziertes Salicin 0,0474g BaSO, = 
0,0592 g Salicin. 

Nach der Injektion von Saligenin betrug die Zunahme, 
wenn man die beiden der Injektion folgenden Tage mit den 
beiden ihr vorhergehenden vergleicht, 1,108 g BaSO,. Sie ist 
also eine bei weitem gréBere als nach Injektion von Salicin. 
Im iibrigen wird auch von dem injizierten Saligenin nur ein 
Teil an Schwefelséure gebunden. 1,108 g BaSO, entsprechen 
0,523 g Saligenin. An Schwefelsiure gebunden wurden also 
0,523 =< 100: 1,5, d. h. etwa 35° ,, der Rest wird teils zu Salicy]- 
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siure oxydiert, teils wohl auch unverandert ausgeschieden 
[s. K. Omi (S. 258) }. 

Welche Schliisse lassen sich aus den Versuchen am pan- 
kreaslosen Hund ziehen? 

Zunachst zeigt uns der Saligeninversuch, daB auch nach 
der Exstirpation des Pankreas in ausgiebigem Masse eine Bildung 
von Atherschwefelsiuren stattfindet. Diese Synthese wird also 
durch den Diabetes anscheinend nicht wesentlich beeintrachtigt. 

Die Zunahme der Atherschwefelsiuren nach der subcutanen 
Injektion von Salicin zeigt bei den diabetischen Hunden be- 
deutende Schwankungen. In einem Versuche war sie iiberhaupt 
nicht nachweisbar, in einem anderen duferst gering, in den 
iibrigen aber sehr deutlich vorhanden. 

Die Ausscheidung der Atherschwefelséuren, ausgedriickt 
in Grammen Bariumsulfat betrug fiir 1 g unter die Haut ge- 
spritztes Salicin. 





Kérpergewicht BaSO, 
Datum des Hundes g 
21. Miirz 1907 10 Kilo 0,1341 | 
™_ wa + | | a 0,0835 > normal 
mm « in a ww 0,0537 J 
21. ,, 1908 oe 0,0474 
8. Juni 1907 10,5 ,, 0,0788 
ee 85 ,, 0,0300 | Nach Herausnahme des 
29. Mai__sé, 9,7 .. 0,0537 { Pankreas. 
29. Marz ,, 10,5 ,, 0,0043 | 
20. April ,, 11,3 _,, — 


Die Zunahmen beweisen, daS der Organismus auch nach 
der Pankreasexstirpation meist noch die Fahigkeit der Glykosid- 
spaltung besitzt. Beriicksichtigt man aber die GréBe der Zu- 
nahme, welche die Atherschwefelsduren nach Salicineinspritzung 
beim pankreaslosen Hunde zeigen, so scheint auch hier die 
Glykosidspaltung durch die Pankreasexstirpation beeintrachtigt 
zu werden. Nach der Beobachtung von Kaoru Omi, welcher 
die Glykosidspaltung im Leberextrakt des pankreaslosen Hundes 
gréBer als beim normalen fand, hatte man das Gegenteil er- 
warten sollen. 

Das Verhalten der Glykoside — und der gepaarten Gly- 
kusonsfiuren — im K6rper des normalen und pankreaslosen 
Hundes erscheint also weiterer Untersuchung wert. 











Uber das Vorkommen der Antikatalase im 
Tierorganismus. 


Bemerkung zur Mitteilung von H. de Waele und A. J, J. Vandevelde. 
Von 
F. Battelli und Lina Stern. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Genf.) 


(Eingegangen am 30. April 1908.) 


Unter dem Titel: ,,LaBt sich das Bestehen einer Antikata- 
lase nachweisen?‘* verdffentlichten vor kurzem H. de Waele 
und A. J. J. Vandevelde in dieser Zeitschr. 8, 264 bis 
275 eine Arbeit, worin sie auf Grund ihrer Untersuchungen 
das Bestehen einer Antikatalase verneinen. Sie erkliren, daB 
die Ergebnisse ihrer Untersuchungen mit den unseren nicht 
iibereinstimmen. 

Wir wollen hier darauf aufmerksam machen, daB die Ver- 
suche der genannten Forscher in keinem Zusammenhange mit 
den unseren stehen. 

Wir hatten mit dem Namen Antikatalase eine Substanz 
bezeichnet, die in verschiedenen tierischen Geweben vorkommt 
und sich leicht extrahieren laBt. Diese Substanz oder vielmehr 
der die Substanz enthaltende Gewebsauszug vermag Katalase- 
lésungen mehr oder weniger stark zu inaktivieren, ohne die- 
selben jedoch vollig zu zerstéren. 

Auf die Eigentiimlichkeiten dieses Kérpers wollen wir hier 
nicht naher eingehen. Wir verweisen auf unsere diesbeziig- 
lichen Mitteilungen (Compt. rend. Biol. 58, 235 bis 237 und 758 
bis 760, 1905) sowie auf unsere ausfiihrliche Arbeit (Journal 
de Physiol. et de Pathol. générale 7, 919 bis 935 und 957 
bis 973). 

18* 
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In vielen Beziehungen verhalt sich die Antikatalase wie 
das schwefelsaure Eisenoxydul (Compt. rend. Biol. 59, 521, 1905). 

Wir haben der Substanz die Bezeichnung Antikatalase 
gegeben, um ihre spezifische Wirkung auf die Katalase anzu- 
deuten, im selben Sinne wie Antitrypsin und Antipepsin Sub- 
stanzen bezeichnen, die auf die betr. Fermente spezifisch ein- 
wirken. Wir haben keineswegs diesen K6rper als einen Anti- 
kérper im Sinne der Immunititslehre auffassen wollen. 

Zum Schlusse noch die Bemerkung, daB die obengenannten 
Verfasser von unseren verschiedenen Mitteilungen sowie von 
unserer ausfiihrlichen Arbeit keine Kenntnis besitzen. Wir 
wollen sie hiermit auf dieselben hinweisen. 














Zur Frage des Albumosegehaltes des Gesamtblutes, des 
Plasmas und des Serums. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Eingegangen am 4. Mai 1908.) 


Es liegt mir fern, nochmals die ganze Frage nach dem 
Vorkommen von Albumosen im Gesamtblute, im Plasma und 
im Serum aufzurollen. Ich habe meiner jiingsten_ Mitteilung’) 
nichts beizufiigen. Es seien mir nur einige Worte gestattet, 
um die Art, wie Freund wiederum in seiner letzten*) Entgegnung 
vorgeht, zu charakterisieren. Folgender Tatbestand liegt vor. Meine 
Mitarbeiter und ich haben mit verschiedenen Methoden im Plasma 
des Blutes keine Albumosen nachweisen kénnen, oder genauer aus- 
gedriickt: Nach der vollstandigen EnteiweiBung gab das Filtrat 
keine Biuretreaktion und auch nicht die iiblichen Reaktionen 
auf Albumosen. Genau dasselbe Resultat erhielten an- 
dere Forscher und vor allem Morawitz und Dietschy. 
Statt, daB nun Freund zugibt, einen Irrtum begangen zu 
haben, als er die Arbeit von Morawitz und Dietschy den 
Arbeiten meiner Mitarbeiter und mir entgegenstellte,*) setzt er 
seine von ihm ausgegangene Polemik unentwegt fort. Ich 
sage ausdriicklich ,,Polemik‘‘, denn der erste Angriff Freunds 
ging bereits in Form und Art iiber den Rahmen einer ein- 
fachen Kritik hinaus. In der Tat liegen die Verhiltnisse nun 


1) Zur Frage des Albumosengehaltes des Blutes und speziell des 
*lasmas. Diese Zeitschr. 8, 360, 1908. 

*) Zur Frage des Albumosengehaltes des Blutes. Diese Zeitschr. 9, 
463, 1908. 

5) Zur Frage des Albumosengehaltes des Blutes. Diese Zeitschr. 7, 
361, 1908. 
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so: Morawitz und Dietschy erhielten albumosenartige Stoffe 
bei der EnteiweiBung dann, wenn sie Gesamtblut anwandten, 
sie vermiBten diese Stoffe, wenn sie Plasma enteiweiBten. Diese 
Beobachtung machte die genannten Autoren stutzig, und sie 
betonen ausdriicklich: ,,Es ergibt sich also hieraus, daB die bei 
Verarbeitung von Blut erhaltenen, nicht koagulierten eiweib- 
ahnlichen Substanzen nicht dem Plasma, sondern den Blut- 
kérperchen entstammten. Wir sind geneigt, die Reaktion auf 
nicht koaguliertes Globin resp. Hamoglobin zu beziehen usw.‘ 
Klarer und deutlicher kann man den Standpunkt der Autoren 
Morawitz und Dietschy nicht kennzeichnen, und ich glaube 
kaum, daB jemand es wagen wird, zu behaupten, daB die Aus- 
fiihrungen der genannten Autoren auch nur den leisesten Irrtum 
zulassen. Nun scheint mir ein Punkt von der allergréBten 
Wichtigkeit zu sein, auf den ich schon in der letzten Entgeg- 
nung an Freund klar und deutlich hingewiesen habe. Man 
muS einstweilen, bis die ganze, so unendlich schwierige Frage 
klar entschieden ist, unterscheiden zwischen Autoren, die 
Albumosen im Gesamtblute gesucht haben, und solchen, die 
Plasma verwendeten. Die Notwendigkeit einer solchen Unter- 
scheidung ergibt sich in allererster Linie aus der Arbeit von 
Morawitz und Dietschy'). Freund ware unzweifelhaft ver- 
pflichtet gewesen, als er seine erste gegen mich gerichtete 
Arbeit veréffentlichte, genau festzustellen, ob die Autoren, die 
Albumosenbefunde verzeichnen, unter ganz gleichen Bedingungen 
gearbeitet haben, wie meine Mitarbeiter und ich. Er hatte 
dann gefunden, daB in bezug auf den Albumosengehalt des 
Plasmas eben Morawitz und Dietschy genau dieselbe Be- 
obachtung gemacht haben, wie meine Mitarbeiter und ich. Wir 
haben nur mit Plasma und Serum gearbeitet und kommen 
also bei der Frage nach dem Albumosengehalte des Ge- 
samtblutes gar nicht in Betracht. Embden und Knoop’) 
haben mit Gesamtblut gearbeitet. Sie geben als SchluBfolgerung 


1) P. Morawitz und R. Dietschy, Uber Albumosurie, nebst Be- 
merkungen iiber das Vorkommen von Albumosen im Blut. Arch. f. 
experim. Pathol. us Pharmakol. 54, 88, 1905. 

2) Gustav Embden und Franz Knoop, Uber das Verhalten 
der Albumosen in der Darmwand und iiber das Vorkommen von Albu- 
mosen im Blute. Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 120, 1902. 
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an: ,,[m Blute finden sich allem Anscheine nach haufig Albu- 
mosen vor.‘‘ Im experimentellen Teil der Arbeit dieser Autoren 
ist ausdriicklich angegeben, da8 Blut und nicht etwa Plasma 
enteiweiBt wurde. Bergmann und Langstein’) verwendeten 
bei ihrem Hauptversuch ebenfalls Gesamtblut (S. 34 ihrer 
Arbeit). *) 

Vor Jahresfrist hat Ch. Inagaki*) die folgende interes- 
sante Beobachtung verdffentlicht: ,,Das Nucleohiston verbindet 
sich mit Albumosen salzartig, solange es in freiem oder disso- 
ziertem Zustande ist, woraus folgt, da8 die im Korper selbst 
gebildeten oder kiinstlich in den Blutkreislauf hineingebrachten 
Albumosen von den Zellsubstanzen aufgenommen und _fixiert 
werden kénnen.‘* Im Blutplasma konnte ein solches Verhalten 
nicht festgestellt werden. Mir scheint diese Beobachtung von 
groBer Wichtigkeit zu sein, und sie ist vielleicht berufen, auf- 
zuklaren, weshalb Forscher, die Gesamtblut koagulieren, albu- 
mosenartige K6érper beobachten, und solche, die die Blut- 
kérperchen sorgfiltig entfernen, zu einem negativen Befunde 
kommen kénnen. Das ganze Problem mu8 jedenfalls unter 
Beriicksichtigung dieser Erfahrungen weiter bearbeitet werden. 
Ich bin nach dieser Richtung mit Untersuchungen beschaftigt. 

Ich bitte, diesen einfachen klaren Sachverhalt mit den 
Auslassungen Freunds zu vergleichen. Ich mu8 meinen Vor- 
wurf, daB Freund die Resultate der Autoren Morawitz und 
Dietschy in genau entgegengesetztem Sinne dem Leser vor- 
gefiihrt hat, vollinhaltlich aufrecht erhalten. Der Leser muBte 
durch die Darstellung Freunds den Eindruck gewinnen, als 
stiinde ich mit den Resultaten meiner Arbeiten auf diesem 


1) Gustav von Bergmann und Leo Langstein, Uber die Be- 
deutung des Reststickstofis des Blutes fiir den EiweiBstoffwechsel unter 
physiologischen und pathologischen Bedingungen. DBeitrige z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 6, 27, 1904. 

2) Leo Langstein (Uber das Vorkommen von Albumosen im 
Blute. Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol. 3, 373, 1902) berichtet 
iiber Albumosenbefunde im Pferdeblutserum. Auch wir haben im Serum 
ab und zu .,Albumosen“ gefunden. Es sei dies der Vollstandigkeit wegen 
erwahnt. Wir haben bereits in der letzten Mitteilung darauf hingewiesen, 
daB ,,Albumosenbefunde* im Serum nicht eindeutig sind. 

3) Ch. Inagaki, Uber den chemischen Mechanismus der EiweiB- 
assimilation. Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 449, 1907. 
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Gebiete einsam auf weiter Flur. Er verschwieg auch, dai 
auBer Morawitz und Dietschy andere Autoren mit mir 
gleicher Ansicht sind, wobei zu bemerken ist, da alle Forscher, 
die auf diesem schwierigen Gebiete arbeiteten, sich gehiitet 
haben, negativen Befunden allzu groBes Gewicht beizulegen. 
Stets ist betont worden, EiweiBabbauprodukte sind bisher ein- 
wandsfrei im Plasma nicht gefunden, trotzdem ist die Mdéglich- 
keit zuzugeben, da8 solche in so kleinen Mengen vorhanden 
waren, daB sie dem Nachweis entgingen. 

Freund gibt auch jetzt bei dem ganz klaren Tatbestande, 
und nachdem Morawitz selbst erklirt hat, daB8 er mit 
Oppenheimer und mir in seinen Resultaten vollstandig iiber- 
einstimmt, nicht zu, daB er einen Irrtum begangen hat, 
sondern er hebt hervor, da8 auch ein anderer Autor, Bor- 
chardt’), die Arbeit von Morawitz und Dietschy in gleichem 
Sinne verwertet habe, wie er. Das ist nun richtig. Borchardt 
hebt hervor, daB die Frage nach dem Albumosengehalt im 
Blute noch unentschieden sei, und erwihnt dann Morawitz 
und Dietschy unter den Autoren, die wenigstens in einer 
Anzahl von Fallen im Filtrate des EiweiBniederschlages Albu- 
mosen nachgewiesen haben. Selbstverstaindlich ist Borchardt 
hier ein Irrtum untergelaufen. Der groBe Unterschied zwischen 
der Arbeit von Borchardt und von Freunds Polemik liegt 
jedoch darin, da8 ersterer in einer das Problem der Albumosen 
beriihrenden, sehr wichtigen Arbeit gewissermaBen nebenbei die 
bisher vorliegenden Untersuchungen iiber Albumosen im Blute 
streift. Es ist gewif verzeihlich, wenn hierbei ein Irrtum 
mit unterlaufen ist. Ganz anders liegt die Sache bei Freund. 
Freund hat in sehr temperamentvoller Weise meine Arbeiten 
und die meiner Mitarbeiter angegriffen, und schlieBlich seine 
Einwande zu einer eigenen Arbeit zusammengefaBt. Er teilt 
die Forscher, die iiber Albumosen gearbeitet haben, in zwei 
Lager und behauptet, ich ware der einzige, der Albumosen im 
Blute nicht gefunden hat. Freund hat mich und meine Mit- 
arbeiter angegriffen. Fiir ihn war es erste Pflicht und Schuldig- 


1) L. Borchardt, Uber die Assimilationsweise der Elastinalbu- 
mosen. (Ein Beitrag zur Frage nach dem Schicksal der EiweiSkérper 
im Blute.) Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 506, 1907. 
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keit, die Literatur genau zu studieren und unrichtige Angaben 
zu vermeiden. Er hatte ohne Zweifel der Wahrheit mehr 
geniitzt, wenn er entweder neue Tatsachen beigebracht, oder 
aber unumwunden erklart hatte, daB ihm ein groBer Irrtum 
unterlaufen ist, und er die Resultate der Arbeit von Mo- 
rawitz und Dietschy in entgegengesetztem Sinne verwertet 
hat. Ich kann auch hier nicht umhin, noch einmal deutlich 
hervorzuheben, daB Borchardt und Freund nicht deshalb in 
gleichem Sinne zitiert haben, weil etwa die Arbeit von Mo- 
rawitz und Dietschy unklar gehalten ist. Ich habe auf 
diesen Punkt schon hingewiesen. Auch Liithje’) zitiert in 
einer eben erschienenen Arbeit ganz eindeutig Morawitz und 
Dietschy als Forscher, die wie meine Mitarbeiter und ich 
keine Albumosen im Blute nachweisen konnten. 

Nun noch eine letzte Bemerkung. Auf Seite 362 seiner 
ersten Polemik betont Ernst Freund folgendes: ,,Den nega- 
tiven Befunden Abderhaldens stehen positive von sechs 
Autoren gegeniiber: Embden und Knoop, Langstein, 
v. Bergmann und Langstein, Morawitz und Dietschy, 
F. Kraus und Freund.’ Am Schlusse seiner Arbeit 8. 368 
schreibt Freund: ,,Es bleibt unverstandlich, daB Abderhalden 
bei seiner mangelhaften Methodik sich berechtigt glaubt, An- 
gaben, die mit unanfechtbaren Methoden gemacht sind, nicht 
zu beriicksichtigen.“‘ Ferner: ,,Sieben Autoren haben mit ein- 
wandfreien Methoden geringe Mengen von Albumosen im Blute 
nachgewiesen usw.‘‘ Nun fordert mich Freund (S. 466) in 
seiner neuen Polemik auf, die Stelle nachzuweisen, an der er 
die Methodik von Morawitz und Dietschy als einwandfrei 
bezeichnet hat! Freund schreibt: ,,[ch fordere Abderhalden 
auf, mir jene Stelle in irgend einer Arbeit von mir zu zitieren, 
wo ich die Methode von Morawitz und Dietschy ,,als voll- 
stiindig einwandfrei‘‘ anerkenne.‘’ ,,Wenn er, wie ich sicher 
weiB, diese Stelle nie finden wird usw.‘ 

Ich verweise auf die oben genannten drei Stellen cer 
ersten Polemik. Unter den sieben Autoren, die mit einwand- 
freien Methoden, wie Freund hervorhebt, gearbeitet haben, 


1) Hugo Liithje, Die EiweiBregeneration im tierischen Korper. 
Ergebnisse der Physiologie (Asher und Spiro) 7, 795 (735). 1908. 
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sind auch Moranitz und Dietschy gemeint, dariiber besteht 
gar kein Zweifel. Wenn erst jetzt Freund, nachdem er durch 
mich und Morawitz dariiber belehrt worden ist, daB er die 
Resultate der Arbeit von Morawitz und Dietschy unrichtig 
wiedergegeben hat, die Fehlerquellen der von den genannten 
Autoren angewandten Methoden hervorhebt, so spricht das 
wohl fiir sich selbst. Ubrigens ist die betreffende Methode 
zur EnteiweiBung auf einen Vorschlag von Hofmeister zuriick- 
zufiihren (vgl. S. 91 der Arbeit von Morawitz und Dietschy). 

Es wird mir niemand bei aufmerksamer Lektiire meiner 
letzten Erwiderung und den Angriffen Freunds verargen, wenn 
ich an dieser Stelle meine Auseinandersetzungen mit Freund 
abbreche und nur betone, daB seine weiteren Behauptungen 
ebenso haltlos sind, wie die bis jetzt kurz erwaihnten. In der 
Tat hat Freund auch nicht den geringsten sachlich 
begriindeten Einwand gegen die von meinen Mit- 
arbeitern und mir angefiihrten Untersuchungen iiber 
den Albumosengehalt des Plasmas vorgebracht, und 
ebenso ist es Freund nicht gelungen, meine gegen 
seine erste Polemik beigebrachten Einwande auch 
nur im geringsten zu entkraften. Ich hoffe, durch weitere 
unbefangene Untersuchungen neues Material gewinnen zu k6nnen, 


um in das so wichtige Problem der Resorption und Assimilation 
der Proteine und ihrer Abbaustufen mehr Klarheit zu bringen, 
als es tatsiachlich jetzt der Fall ist. Gleichzeitig erklare ich 
fiir meinen Teil, da8 ich auf Angriffe Freunds in dieser Sache 
nicht mehr eingehen werde. 














Die Adsorptionsanalyse der Fermente. 
Von 
Leonor Michaelis, Berlin, und M. Ehrenreich, Bad Kissingen. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des stadtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 29. April 1908.) 


Im Anschlu8 an die Beobachtungen des einen von uns‘) 
iiber die Adsorbierbarkeit des Invertins durch verschiedenartige, 
unspezifische Adsorbentien schien es uns angebracht, die Frage 
der unspezifischen Adsorption der verschiedenen Fermente 
systematisch zu untersuchen. Die Tatsache, dafS Fermente 
nicht nur von ihrem spezifischen Substrat, sondern auch von 
anderen, adsorptionstiichtigen Stoffen adsorbiert werden, ist 
von alters her bekannt, und auf dieser Tatsache beruhen viele 
Bemiihungen zur Reinigung von Fermenten von ihren Bei- 
mengungen, die schon v. Bruecke angegeben hat. Bemerkens- 
wert sind in dieser Beziehung die Untersuchungen von Hedin’) 
aus jiingster Zeit. Die Adsorption durch spezifische Substrate hat 
der eine von uns*) zur Trennung von Fermentgemischen anzu- 
wenden versucht. Aber es fehlen systematische Untersuchungen 
iiber den EinfluB der Natur des Adsorbens auf den Sinn 
und die GréBe der Adsorption fiir verschiedene Fermente, 
auch ist noch kein Versuch gemacht worden, aus der Art der 
Adsorbierbarkeit eines Fermentes Schliisse auf seine chemische 
oder elektrochemische Natur zu ziehen. 

Bevor wir aber auf den experimentellen Teil unserer Arbeit 


1) Michaelis, diese Zeitschr. 7, 488, 1908. 
*) Hedin, S.G., Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 497, 1907. 
3) Ehrenreich, Boas Arch. f. Verdauungskrankh. 9, 3 u. 4. 
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eingehen, miissen wir einige allgemeine Bemerkungen iiber die 
Adsorption tiberhaupt vorausschicken. Erst kiirzlich ist eine 
eingehende Studie iiber die Adsorption von Freundlich’) er- 
schienen, in der er sich auch iiber das Wesen der Adsorption 
auBert. Unter Zugrundelegung einiger alterer Anschauungen 
kommt Freundlich zu seiner Auffassung, daB immer dann 
eine Adsorption eines gelésten Koérpers eintreten muB, wenn 
dadurch die Oberflachenspannung der Fliissigkeit gegen das 
Adsorbens vermindert wird. Freundlich schlieBt also andere 
Erscheinungen als reine Oberflachenspannung aus dem Bereich 
seiner Erwagungen aus. Dieser Gedankengang fiihrte ihn zur 
Aufstellung des auch experimentell von ihm gepriiften Satzes: 
wenn man die verschiedenen adsorbierbaren Substanzen gemaf 
ihrer Adsorbierbarkeit fiir ein Adsorbens in eine Reihe ordnet, 
so gilt diese Reihe auch in der Regel fiir andere Adsorbentien. 
Dieser Satz verliert aber an allgemeiner Giiltigkeit, wenn man 
in der Auswahl der verschiedenen Adsorbentien weiter geht, 
als Freundlich es getan hat. Dieser arbeitete mit ver- 
schiedenen Kohlearten, ferner mit Cellulose, Wolle, Seide. Ware 
die Freundlichsche Regel in allen Fallen giiltig, so giibe es 
z. B. keine elektive Farbung. AuSerdem wird der experimentelle 
Teil unserer Arbeit zeigen, daB die einzelnen Fermente sich 
gegen die verschiedenen Adsorbentien grundverschieden ver- 
halten und daB die Adsorbierbarkeit einer Substanz noch von 
anderen Dingen abhingen muB. 

Zur Erlauterung dieser Behauptung folge jetzt der experi- 
mentelle Teil unserer Arbeit. Wir wahlten fiir unsere Versuche 
folgende Fermente: Speicheldiastase in Form von frischem 
Speichel, pflanzliche Diastase aus Malz als kiufliches Pulver 
(Griibler), Invertin in Form von Schiittelextrakt aus Bicker- 
hefe (vgl. Michaelis, l.c.) Pepsin (P. ,,in lamellis‘‘, Merck) 
Trypsin (Pankreatin. absolut., Rhenania), Labpulver. 

Es wurde das Verhalten der Fermente gegen folgende 
Adsorbentien gepriift: Kaolin, Talcum, Tierkohle, Tonerde und 
Eisenhydroxyd. Kaolin und Talkum sind als Handelspraparate 
von geniigender Reinheit, als Kohle verwandten wir teils eine 
gewohnliche Knochenkohle, teils ,,Blutkohle‘’ von Merck, 


1) H. Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 385, 1907. 
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wobei unsere Blutkohle etwa den doppelten Effekt hatte als 
die Knochenkohle sowohl in bezug auf die Adsorptionstiichtig- 
keit wie in bezug auf die Menge des zuriickgehaltenen Wassers. 
Die Tonerde stellt man sich am besten dar, indem Aluminium- 
chlorid mit einem Uberschu8 von Ammoniak versetzt und 
mit destilliertem Wasser in der Zentrifuge bis zum vdlligen 
Verschwinden der alkalischen Reaktion gewaschen wird. Das 
erfordert sehr haufiges Waschen. Die geniigende Reinheit der 
Tonerde von NH, erkennt man daran, daS zum Schlu8 auch 
nach kraftigem Centrifugieren tiber dem Bodensatz eine milchige 
Fliissigkeit zuriickbleibt. Das Eisenhydroxyd wurde in Form 
der kolloidalen Lésung, ,,Ferrum oxydatum dialysatum“, ver- 
wendet, wobei in einem Vorversuch jedesmal festgestellt wurde, 
wieviel Eisenlésung zuzusetzen war, um einen maximalen Nieder- 
schlag und gleichzeitig ein eisenfreies Filtrat zu bekommen. 
In einem UberschuB von Eisen lésen sich die Fallungen naim- 
lich wieder. 
Die Versuche fielen folgendermaBen aus: 


A. Pflanzliche Diastase. 


Zu allen Versuchen wurde verwendet eine 3°/,ige Lésung, von 
der abgemessene Mengen mit in allen Versuchen gleich bemessenen 
Gewichtsmengen des Absorbens durchgeschiittelt wurden, und zwar sowohl 
bei neutraler als alkalischer und saurer Reaktion. Die Starke der Aciditat 
beziehungsweise Alkalinitét wurde nach MaBgabe von Vorversuchen der- 
artig gewahlt, daB eine erhebliche Schidigung des Fermentes ver- 
mieden wurde. 


1, Pflanzendiastase-Kaolin, 


Es wurden gemischt: 


A. Diastaselisung 20 ccm -!- H,O 2 cem -+- Kaolin 8 g 


B. pa Rw ~~ 20 2S 8 OS » 0,, (Kontrolle) 

C. se 20 ,, + 2/,9-NaOH 2 ccm~— Kaolin 8 g 

D. - «ws + « se » 0,, (Kontrolle) 
E. é 20 , +2/,-HCl 2 ,+ »., 84 

F. oi «x ~~ « 2, + 4  =©O,, (Kontrolle) 


A, C und E wurde filtriert, darauf Filtrate und Kontrollen genau neu- 
tralisiert und sodann folgender Versuch bei 37° C im Wasserbad an- 
gesetzt: 
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Auf Jodzusatz 
farblos nach: 


1. Filtrat von A 2com -+- 1 °/sige Starkelésung 2 ccm 13’ 
2. Kontrolle B2 ,, + = -_ 13’ 
3. Filtrat von C 2 ,, ; : - 18’ 
4. Kontrolle D2 ,, + pe - x 16’ 
5. Filtrat von E2 ,, + , ; 2 ws oo’ 
6. Kontrolle F2 , +  , - = 14’ 


Der Zeitpunkt des Verschwindens der Blau- resp. Rotfarbung bei 
Jodzusatz wurde festgestellt, indem aus dem Probierréhrchen von Zeit 
zu Zeit Proben von 0,5 ccm entnommen und mit 0,5 ccm einer etwa 
20 fach verdiinnten Lugolschen Lésung versetzt wurden. Dabei ergab 
sich also, daB bei der neutralen und alkalischen Diastaselésung Versuch 
und Kontrolle in gleicher Zeit beendet waren (die Differenzen von wenigen 
Minuten liegen innerhalb der Fehlerquellen), daB dagegen bei der sauren 
Lésung auch nach Stunden keinerlei Fermentwirkung mehr eintrat, 
also alles Ferment vom Kaolin adsorbiert worden war. 

Als Resultat dieses Versuches ergibt sich also: 

Pflanzendiastase wird von Kaolin in neutraler 
und alkalischer Lésung gar nicht, in saurer Lésung 


dagegen komplett adsorbiert. 


2. Pflanzendiastase-Talcum. 

Je 20 ccm einer 3°/, Diastaselésung werden bei neutraler, resp. 
schwach essigsaurer, resp. schwach soda-alkal. Reaktion mit je 10 g Taleum 
geschiittelt. Beim darauffolgenden Zentrifugieren setzt sich eine klare 
farblose Flissigkeit in allen drei Proben ab, die ihre urspriingliche 
Reaktion nicht verandert hat. Jetzt wurden alle drei Proben minimal 
essigsauer gemacht und nebst drei entsprechenden Kontrollen je 2 ccm 
Ferment mit 2 ccm einer 1 °/,igen Starkelésung versetzt. Der Versuch 
prisentiert sich demnach folgendermaBen. 


1. neutrales Taloumfiltrat . 2 com + Starke 2 ccm 
2. alkalisches - 2,c+ .~ 
3. saures - Peers aa 2 : os @ 

4. neutrales Ferment unbehandelt . - os a 

5. alkalisches _,, - So x 2 

6. saures - - Pia ee” Se 


Saimtliche Réhrchen zeigen nach ca. 10 Minuten keine Blaufairbung 
mehr bei Jodzusatz. 
Pflanzliche Diastase wird von Talcum auch nicht 


spurweise adsorbiert, weder bei saurer, noch neutraler, 
noch alkalischer Reaktion. 
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3. Pflanzendiastase-Kohle. 

Schiittelt man 20 ccm einer neutralen oder schwach essigsauren 
3°/, Diastaselésung mit je 3g Blutkohle, so zeigen die Filtrate keine 
Spur einer Fermentwirkung mebr. Dagegen gelingt es bei alkalischer 
Reaktion der Fermentlésung, eine Adsorption des Ferments fast voll- 
stindig zu verhindern trotz Zusatz derselben Kohlenmenge. Der dazu 
notige Grad von Alkalinitét mu8 jedoch ausprobiert werden. Fiir un- 
sere Fermentlésung lag das Optimum, bei dem das Ferment nahezu 
quantitativ durchging, bei Zusatz von 2 ccm einer 2/,)-NaOH-Lésung zu 
15 ccm Diastaselésung. Setzte man mehr oder weniger Alkali zu, so 
trat teilweise Adsorption ein. 

Hier das Resultat eines Versuches: 

A. Diastaselésung 15 com —- 2/,5-NaOH 2ccm -+- Blutkohle 2,25 ¢ 
B. ia 16 , +n/,-HClL 2, + ‘ 2,25 g 
C. - 15 , +H,0 2, + " 2,25 g 

Die Filtrate sowie, drei entsprechende, jedoch nicht mit Kohle vor 
behandelte Kontrollen werden alle ganz schwach essigsauer gemacht 
und der Fermentgehalt der einzelnen Fliissigkeiten wie oben angegeben 
ermittelt. Dabei ergibt sich: 

Vollstandige Farblosigkeit auf Jodzusatz bei 
Filtrat von A nach 30’ 
entspr. Kontrolle ,, 30’ 


Filtrat von B oo Ce 
entspr. Kontrolle ., 8 
Filtrat von C oo CO 


entspr. Kontrolle ,, 8 

Es ist also bei der neutralen und sauren Lésung alles Ferment von 
der Kohle zuriickgehalten worden, dagegen in der alkalischen Lésung die 
gleiche Menge Ferment, wie in der entsprechenden Kontrolle, mithin 
nichts adsorbiert worden, wobei allerdings eine leichte Schidigung des 
Ferments durch das Alkali eingetreten zu sein scheint. Bemerkenswert 
ist noch, da8 unser Ferment am besten bei schwach saurer Reaktion 
wirkte, dagegen selbst bei spurwéise alkalischer Reaktion unwirksam 
blieb, trotzdem aber relativ groBe Mengen von Alkali ohne Schadigung 
vertrug, sowie da8 das Optimum der Alkalinitaét, bei dem kein Ferment 
adsorbiert wird, durchaus nicht dem Maximum von Alkali entspricht, das 
die Diastase ohne Schidigung ertragen kann, was sich bei vielen Ver- 
suchen ergab. 

Als Resultat dieses Versuches ist also festgestellt: 

Pflanzliche Diastase wird von Kohle in alkalischer 


Lésung von einem genau bestimmbaren Grade gar 


nicht, in neutraler und saurer Lésung jedoch quanti- 
tativ adsorbiert.| 


4. Pflanzendiastase-Thonerde. 
Je 10 com 3° ,iger Fermentlisung werden versetzt: 
A. mit 10 com Original-Thonerdesuspension, 
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B. mit 2 ccm 1/,,-NaOH + 10 ccm Thonerde, 
C. mit 2 ccm n/,-Essigsiure + 10 ccm Thonerde. 
Zu allen drei Versuchen werden entsprechende Kontrollen, mit 
Wasser an Stelle der Thonerdesuspension, angesetzt. 
Nach dem Filtrieren wird alles genau neutralisiert (die Thonerde- 
filtrate sind, auch in B und C, an sich beinahe neutral geworden).?) 
Von allen Fliissigkeiten wird 1 com mit 3ccm 1°’, léslicher Stirke- 
lésung versetzt. Bei 41° sind entnommene Proben bei Jodzusatz gerade 
entfarbt: 


bei A. in oo Minuten 
Kontrolle dazu 20 oA 
bei B. in x ~ 
Kontrolle dazu 19 =e 
entfarbt: rein rot auf Jodzusatz: 
bei C. in -5 Stunden in 220 Minuten 
Kontrolle dazu 19 Minuten in 10 ‘ 


Resultat: Pflanzendiastase wird von Thonerde 
bei neutraler und alkalischer Reaktion vollkommen, 
bei saurer Reaktion unter sonst gleichen Bedingungen 
unvollkommen adsorbiert. 


B. Speicheldiastase. 

Zu diesen Versuchen wurde verdiinnter menschlicher Speichel ver- 
wandt, der sich als stark wirksam erwies. Die Priifung des Fer- 
mentgehaltes wurde in genau derselben Weise vorgenommen wie bei 
der Pflanzendiastase. 

1. Speicheldiastase-Kaolin. 

Es wurde gemischt: 

A. 20°/, Speichel neutral. . . . . 10 ccm-+ Kaolin 8g 
B. 20°/, »  schwachessigsauerl0 , + , 8g 
C. 20°/, ‘ »  sodaalkal.10 , + , 8g 

Die Filtrate wurden neutralisiert, ebenso die entsprechenden, nicht 

mit Kaolin vorbehandelten Kontrollen. 





Auf Jodzusatz 


Versuch | entfarbt nach 
l. Filtrat von A. 2 com- 1°/, Starkelésung 2 ccm | oo’ 
2. entspr. Kontrolle 2 ,, -+1°/, “ Sw 3’ 
3. Filtrat von B. 2 ,, +1°/) . - w. | co’ 
4. entspr. Kontrolle 2 ,, -+- 1/9 - ae 4’ 
5. Filtrat von C. 2 ,, +1% ia Sa ao’ 
6. entspr. Kontrolle 2 ,, + 1°/ ” S«i 4 


1) Da& Thonerde Essigsiure zum Teil neutralisiert, ist leicht er- 
klarlich. DaB sie auch NaOH zum Teil neutralisiert; liegt daran, daB 
Thonerde mit so starken Basen wie NaOH Aluminate bildet. 
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Resultat: Speicheldiastase wird von Kaolin bei 
jeder Reaktion leicht adsorbiert. 


2. Speicheldiastase-Taleum. 


A. 20°/, Speichel neutral. . . . . 10 cem-{-Taleum 10g 
B. 20°/, " schwach essigsauer 10 ccm -} = 10g 
C. 20%, ™ “ sodaalkal. 10 ecm + “ 10g 


Filtrate nebst entsprechenden Kontrollen neutralisiert. 





Auf Jodzusatz 


Versuch entfarbt nach 


1. Filtrat von A 2 ecm --1°/, Stirkelésung 2 cem oe 
2. entspr. Kontrolle 2 ,, -!-1"/ zs S z 4 
3. Filtrat von B 2, +1°/, oo 2 0’ 
4. entspr. Kontrolle 2 ,, -+-1°/) - S 4’ 
5. Filtrat von C 2 , +1, . S a0’ 
6. entspr. Kontrolle 2 ,, -+ 1°/ “a > 4’ 


Resultat: Speicheldiastase wird von Talcum voll- 
kommen adsorbiert bei jeder Reaktion. 


3. Speicheldiastase-Kohle. 
A. 10°/, Speichel neutral 30 cem -}- Blutkohle 4 g 
B. 10° ,, schwach soda-alkal. 30 ,, -+- * 4 
C. 10%, - as essigsauer 30 ,, — - Ss 
Die Filtrate sind klar und reagieren simtlich neutral. Die ent- 
sprechenden Kontrollen werden ebenfalls genau neutralisiert. 





‘ — Auf Jodzusatz 
arsuc ' °C 
Versuch bei 37° C tochinn anak 


1. Filtrat von A. 2ccm-+ 1°/, Starke 2 com 8’ 
2. entspr. Kontrolle 2 ,, +- 1% re ge r 
3. Filtrat von B. 2 ,, + 1%, - S « ff 
4. entspr. Kontrolle 2 ,, + 1°%/ eo 1’ 
5. Filtrat von C. 2 ,, + 1%, i“ 3 we 8’ 
6. entspr. Kontrolle 2 ,, -- 1°/, ae pg ¥ 


Es ist demnach bei allen 3 Adsorptionsversuchen die Hauptmenge des 
Fermentes adsorbiert worden. Immerhin ist die Méglichkeit nicht ausge- 
schlossen, daB dieses Resultat modifiziert werden muB, wenn man grobe 
Reihen mit stufenmaBig variierter Alkalescenz bzw. Aciditat ansetzt. Wir be- 
halten uns daher vor, dieses Resultat sowie einige andere, bei denen 
der Ausschlag nicht so erheblich war wie bei den anderen Versuchen im 
weiteren Verlauf unserer Arbeit, eventuell zu modificieren. Als vor- 
laufiges Resultat dieses Versuches wollen wir also notieren: 
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Speicheldiastase wird von Kohle bei jeder Reaktion 
ziemlich vollstandig adsorbiert. 


4. Speicheldiastase-Tonerde. 
7fach mit Wasser verdiinnter Speichel 





a) bei neutraler Reaktion: 
a) ohne Vorbehandlung, 
#) nach Adsorption mit Ton- 
erde (6ccm Fermentlésung 
2 ecm Orig.-Tonerde). 
10 com Fermentl. -+-8 Tropfen 


~ 
— 


n/,-Essigsdure: 

a) nach Neutralisation mit 
n/,9-NaOH, 

£) nach Adsorption mit Ton- 
erde wie oben (Filtrat an 


3 ccm 1°/, Starke -+- 1 ccm Fer- 
ment nach 3’ farblos. 
Ferment voéllig verschwunden. 


3 ccm 1°/, Starke -!- 1 com Fer- 
ment nach 4’ farblos. 

Ferment bis auf einen schwer 
meBbaren Rest verschwunden. 


sich fast neutral, wird 

genau neutralisiert). 
10cem Ferment]. —- 10Tropfen 
D/,o-NaOH, 


a) nach Neutralisation mit 


oO 
~ 


3cem 1°/, Starke -— 1 ccm Fer- 
ment nach 4’ farblos. 


Ferment voéllig verschwunden. 


n/.-Essigsaure, 
£8) nach Adsorption mit Ton- 
erde wie oben (Filtrat an 
sich fast neutral, wird mit 
n/,-Essigsiure genau neu- 
tralisiert). 
Resultat: Speicheldiastase wird bei jeder Reaktion 
von Tonerde leicht adsorbiert. 


C. Trypsin. 

Verwendet wurde zu allen Versuchen eine 1°/,ige, klar filtrierte 
Lésung von Pankreatin Rhenania. Die Priifung des Fermentgehaltes 
geschah, indem zu einer sehr diinnen (ca. 2°/j,igen) Caseinlésung die Ver- 
suchsfliissigkeit zugefiigt wurde, und an kleinen, von Zeit zu Zeit ent- 
nommenen Proben durch einen in Vorversuchen genau ausprobierten Essig- 
siurezusatz das Verschwinden des Caseins aus der Lésung durch Aus- 
bleiben der Triibung konstatiert wurde!). Die Versuchsfliissigkeiten 
wurden dabei im Wasserbad bei 37° C gehalten. 


1. Trypsin-Kaolin. 


A. Trypsin neutral 20 com -!- Kaolin 8 g 
B: i soda-alkal. 20 ,, +- ‘ = 
C. »  essigsauer 20 ,, a 


Die simtlichen klaren Filtrate sowie die korrespondierenden Kon- 
trollen werden schwach alkalisch gemacht. 


1) Aus miindlicher Besprechung mit Herrn Fuld entnehme ich, 
daB dieser diese sehr einfache und sichere Methode in ganz ahnlicher 
Form auch schon angewendet hat. 
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Triibung auf Essigsiure- 
Versuch zusatz nach: 


5! 9’ 18’ 


1. Filtrat von A 0.2 ccm + Caseinlésung 5 ccm if 
& ws » BOOZ , + - Ss + =e 00 
3. “ » “See. 4 - x +++} }__f -{- 





Die 3 entsprechenden Kontrollen zeigten bereits nach 5 Minuten 
auf Zusatz verdiinnter Essigsiiure keine Spur Triibung mehr. 

Resultat: Trypsin wird von Kaolin bei neutraler 
und saurer Reaktion vollkommen, bei alkalischer 
Reaktion nicht ganz vollkommen adsorbiert. 


2. Trypsin-Talcum. 
3. Trypsin-Kohle. 
4. Trypsin-Tonerde, 
Die Versuchsanordnung bei diesen 3 Adsorbentien war vollkommen 
dieselbe wie bei dem Versuche Trypsin- Kaolin. Die angewandten 
Mengen Adsorbens auf je 20 ccm Trypsinlésung waren: 


Talcum 10g 
Knochenkohle S. 
Tonerde 20 cem, 


Wir kénnen uns also die genaue Versuchsbeschreibung ersparen und 
uns mit der Angabe der Resultate begniigen. 





Casein-Triibung bei Essigsiurezusatz nach: 
5’ 30’ 6Y 
Talcumfiltrat neutral ++ = oft 
alkalisch st fast 0 0 
sauer bat. bs 62% 
Kohlefiltrat neutral aff 
alkalisch pt Lt 8. 
sauer -4out. ++ 
Tonerdefiltrat neutral ++ f+}. +. [4-] 
a alkalisch — fast 0 0 
sauer ma c= 1 (+3) 





Samtliche Kontrollen ergaben nach 5 Minuten keine Triibung mehr. 
Als Resultat ergibt sich also vorliufig: 

Trypsin wird von Kohle bei jeder Reaktion voll- 
kommen adsorbiert. Von Talcum und Tonerde wird es 


1) ++ bedeutet starke Triibung, -|{-}-] bedeutet weniger starke 
Triibung, 0 bedeutet keine Triibung. 


19a 
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bei neutraler und saurer Reaktion vollkommen, bei 
alkalischer Reaktion fast vollkommen adsorbiert. 

Auch hier ist es nicht ausgeschlossen, daB bei Ansetzung groBer 
teihen mit abgestufter Alkalinitaét sich zeigen kann, daB Talcum und 
Tonerde bei alkalischer Reaktion gar kein Trypsin absorbiert. Das 
Resultat ist also auch nur ein vorliiufiges. 


D. Pepsin. 
1. Pepsin-Kaolin. 

Je 20 cem einer ! ,°/,igen Lésung von Pepsin werden bei neutraler 
bzw. schwach essigsaurer, bzw. schwach sodaalkalischer Reaktion mit je 
8 g Koalin geschiittelt. Nur das Filtrat der alkalischen Lésung ist triib 
und reagiert alkalisch, die beiden anderen Filtrate sind klar und sauer. 
Von diesen Filtraten sowie von drei entsprechenden, jedoch nicht mit 
Koalin vorbehandelten Proben wird je 1 ccm in ein Reagensglas ge- 
geben und zu jedem der 6 Réhrchen 2 ccm einer Ricin-HCl-Lésung nach 
der Vorschrift von M. Jacoby!) zugesetzt. Nach 15 Minuten sind simt- 
liche Fliissigkeiten klar bis auf diejenige, welches dem Versuch Pepsin 
alkalisch — Kaolin entspricht, nebst dem entsprechenden Kontrollréhr- 
chen. Diese beiden bleiben dauernd triib. Daraus folgt, daB bei 
neutraler und saurer Reaktion Pepsin von Kaolin nicht ad- 
sorbiert wird, sowie da®B schon ganz schwach alkalische Reaktion 
geniigt, um das Pepsin dauernd zu zerstéren, so daB man nicht kon- 
statieren kann, ob bei alkalischer Reaktion eine Adsorption statt hat 
oder nicht. 

2. Pepsin-Talcum. 


Versuch. 
A. Pepsin 1/,°/, schwachsauer -- Taleum 10 g 
B. - neutral +. - 10 g 
C. - schwach alkal, — “ 10g 


Das Filtrat von A reagiert sauer 
” ” o B »  neutr. (Spur alk.) 
- ss « @ ~— —_ 

Alle Filtrate sind klar. 

Je 1 com der Filtrate, sowie der entsprechenden nicht mit Taleum 
behandelten Kontrollen wurde neutralisiert und mit je 2 ccm einer 
Ricinsalzsiurelésung nach Jacoby versetzt und bei 37° im Wasserbad 
gehalten. Klar waren nach 15 Minuten nur zwei Kontrollréhrchen, und 
zwar das urspriinglich neutrale und das saure. Alle iibrigen Lésungen 
blieben dauernd triib. Es war also in der neutralen und sauren Lésung 
alles Ferment vom Taleum adsorbiert worden, in der alkalischen Lésung 
jedoch alles Ferment zerstért. 

Demnach ergibt dieser Versuch, daB Talcum das Pepsin 


in neutraler und saurer Lésung vollkommen adsorbiert, 


1) M. Jacoby, Diese Zeitschr. 1, 53, 1906. 
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sowie, da® das Verhalten in alkalischer Lisung sich nicht fest- 
stellen laBt. 
3. Pepsin-Kohle. 

Der Versuch wird analog dem vorhergehenden angesetzt, nur statt 
Taleum jedesmal 8 g Knochenkohle genommen. Die Filtrate nebst den 
korrespondierenden Kontrollen werden bei salzsaurer (" ,9-)Reaktion mit 
Mettschen Pferdeserumréhrchen beschickt. Dabei ergibt sich, da® in 
den Kontrollréhrehen die Verdauung gleichmaBig fortschreitet, in den 
mit Kohle vorbehandelten Fermentlésungen auch nach tagelanger Ein- 
wirkung keine Verdauung eintritt. 

Es wird also Pepsin von Kohle bei neutraler und 
saurer Reaktion vollkommen adsorbiert. 


4, Pepsin-Tonerde, 

1°/, Pepsinlésung wird bei neutraler, resp. spuressigsaurer Reaktion 
mit gleichen Teilen Tonerdeemulsion (siehe oben) gemischt, entsprechende 
Kontrolle mit gleichen Teilen Wasser. 

Das Filtrat Pepsin neutral +- Tonerde zeigt dann gegeniiber der ent- 
sprechenden Kontrolle Spuren von proteolytischer Kraft, wahrend das 
Filtrat essigsauer Tonerde eine Ricin-HCl-Lésung selbst nach Stunden 
nicht aufhellt, die entsprechende Kontrolle dagegen schon nach 5 Minuten. 

Demnach adsorbiert Tonerde Pepsin vollkommen in saurer 
Lésung, zum gréBten Teil in neutraler. Da der Absorptions- 
grad abnimmt gegen den Neutralpunkt zu, ist es nicht un- 
wahrscheinlich, da% bei alkalischer Reaktion eine Adsorption 
nicht stattfindet, jedoch lat sich dies nicht feststellen. 


E. Pepsinlab, 


1. Pepsinlab-Koalin, 2. Pepsinlab-Taleum. 

Die bei den Versuchen Pepsin-Kaolin und Pepsin-Talcum gewonnenen 
Filtrate wurden nebst ihren Kontrollen auch auf ihren Labgehalt unter- 
sucht. Zu diesem Zwecke wurde Filtrat und Kontrolle neutralisiert, je 
l ccm zu je 5cem verdiinnter, mit CaCl, versetzter Milch zugesetzt und 
der Eintritt der Labung notiert. Dabei zeigte sich, da Talcum alles 
Lab bei neutraler sowie saurer Lésung adsorbiert hatte, daB dagegen 
Kaolin weder in neutraler noch in saurer Lésung Lab adsorbiert hatte. 

Es zeigt sich demnach vollstandige Ubereinstimmung der 
proteolytischen und labenden Wirkung, was in Anbetracht der 
Anschauung von Pawlow beachtenswert ist. 


F. Lab. 


Das,,Labferment*<(Griibler) zeigte sich fiir Adsorptionsversuche als sehr 
wenig geeignet, da es einerseits durch Spuren Alkali zerstért wird, anJlerseits 
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auch gréBere Mengen Siure nicht vertriigt. Die Versuche erstrecken 
sich daher hur auf das Verhalten von Lab gegeniiber Kaolin und Talcum. 
Die Priifung des Labgehaltes wurde vorgenommen, indem die Fermentlésung 
zu einigen Kubikzentimeter einer 20 fach verdiinnten Milch, die 5 ccm 
Calcium-Chlorid auf 200 Fliissigkeit enthielt (im Versuch Milch genannt), 
zugesetzt, und der Zeitpunkt der Gerinnung notiert wurde. 
Hier ein Versuch mit Kaolin und Talcum, der sich nur auf saure 
und alkalische, nicht aber neutrale Reaction bezieht. 
Je 20 ccm einer 0,25 9/99 Lablésung werden bei schwach essigsaurer, 
bzw. schwach soda. alkalischer Lésung mit Kaolin, bzw. Talcum geschiittelt : 
A. Lablisung alk. 20-+-Kaolin 8g 
B. es sauer 20+ ,, 8g 
C. - alk. 20-1 Talcum 10 g 
D. a sauer 20 +- » 10g 
Die Filtrate werden genau neutralisiert, ebenso drei entsprechende, 
nicht mit Adsorbens vorbehandelte Kontrollen. 


Labung 
Versuch erfolgt nach: 

1. Filtrat von A . lecm + ,,Milch“ 3 cem 0, 
2. - ee) Roe ‘ - we a0’ 
Se « @ Bax pe an 00’ 
4. " fe are co 4 ss mi a ao’ 
5. Lablésung alkal. Kontrolle » 2 we © as 00’ 
6. “ aa gekocht 1 ,, + ‘a - is co’ 
7. - sauer = (weet @ia + - 3 6’ 
8. is ie »  gekocht!) 1 ,, + - Das 00 


Es war also Labung nur bei der sauren Kontrolle eingetreten. 
Die alkalische Lablésung war unwirksam geworden. Der Versuch zeigt 
also nur, daB Kaolin und Talcum Lab bei saurer Reaktion vollstindig 
adsorbieren, bei alkalischer Reaktion laBt sich das Verhalten nicht fest- 
stellen. Der Versuch verlaiuft in derselben Weise, wenn man statt der 
sehr diinnen eine sehr konzentrierte Lablésung verwendet. Genauere 
Priifung des Labfermentes wire noch erwiinscht. 


G. Invertin. 


Verwendet wurde zu den Versuchen mit Invertin ein Hefeschiittel- 
extrakt, das mit Kaolin enteiweiBt war. Die genaue Vorschrift ist nach- 
zulesen bei Michaelis. Das Schiittelextrakt wurde unverdiinnt ver- 
wendet, seine Wirksamkeit im Polarimeter bestimmt. 


1. Invertin-Kaolin. 


Michaelis hatte bereits festgestellt, daB bei saurer und neutraler 
Reaktion keine Spur Invertin vom Kaolin adsorbiert wird. Unser jetziger 


1) Um zu beweisen, da die Caseinfaillung in 7 durch das Ferment 
erfolgt war. 
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Versuch soll nun auch feststellen, wie sich das Ferment bei beliebiger 
d. h. auch alkalischer Reaktion verhalt. 


A) Invertin neutral . . . . l5cem-} Kaolin 7g 
B) s stark soda-alkalisch 15 ,, + a oo 
C) ‘ stark essigsauer . 15 ,, 1 ee 


Zu dem folgenden Versuch wurden alle Filtrate und die 3 ent- 
sprechenden Kontroll-Fermentlésungen sehr schwach sauer gemacht. 


Drehung 


Versuch n. 24 St. 
1. Wasser . . . . . . . 2eem-+-5"/9 Saccharoselésung 18 ccm +- 3,42 
2. Filtrat von A 2,, +5%5 re ls ,. +018 
a “es iain ae 2, +5, ca 18 ., -+-1,62 
— ws sie Te ~_s « a Be +h Pa 18 ,, + 0,31 
5. Invertin neutral(Kontrolle) 2 ,, -+-5°/5 _ 18 ,, -+ 0,30 
6. - alkalisch ,, 2, +5, as 18 ,, -+-1,66 
7 Pe sauer P 2, +5°, nS 18 , +1,75 


Der Versuch zeigt also, daB Invertin von Kaolin 
bei keiner Reaktion adsorbiert wird. 


2. Invertin-Kohle. 

Dieser Versuch ist vollsténdig analog dem vorher beschriebenen an- 
gesetzt worden unter Benutzung derse!ben Fermentlésung und Kontrollen, 
nur ist anstatt Kaolin 7g jedesmal zu setzen: Knochenkohle 5 g. 

Die entsprechenden Resultate lauten dann: 


Drehung 

Versuch n, 24 St. 

1. Wasser . . . . .-+Saccharoselésung 3,42 
2. Kohle-Invertin neutral + ve 3,42 
3. - alkalisch +- ‘“ 3,44 
4. ‘i sauer -+- ~ 3,46 
5. Kontrolle neutral . .-+ 0,30 
6. a alkalisch . .-— _ 1,66 
z. ‘i sauer . . .-+ “i 1,55 


Das Zuriickbleiben der Inversion bei den Kontrollen 6 und 7 ist 
dadurch zu erkliren, daB durch den reichlichen Siure- und Alkali- 
zusatz das Ferment ein wenig geschidigt wurde. 

Resultat. Invertin wird von Kohle vollstaindig adsorbiert 


bei jeder Reaktion. 


3. Invertin-Talcum. 


Auch dieser Versuch wurde wie die vorhergehenden angesetzt. Zu 
je 20 ccm Hefeextrakt (neutral, alkalisch und sauer) wurden je 10g Talcum 
zugesetzt, filtriert und schlieBlich Filtrate und Kontrollen zum Versuch 


schwach sauer gemacht. 
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Dre- 

Versuch hung 
n. 24 St. 
1, Wasser . . . . . . . ~. S8eem-+ §°/, Saccharoselésung 12 + 3,16 
2. Talcum-Invertinfiltrat (neutral) 3 ,, -+-5°/, os 12|+- 2,75 
3. (alkalisch)3 ,, + 5°/, ” 12|+- 0,10 
4. = sauer)3 ., -}- 5, mm 12|+- 3,17 
5. Invertin neutral (Kontrolle) .3 ,, -+ 5°/, - 12} — 0,39 
6. = alkalisch = 38, +59, = 12'— 0,36 
r ss sauer ‘i -3 5, +5%, “* 12|— 0,40 


Es ergibt sich daraus das Resultat, daB Invertin 
von Talcum bei saurer Reaktion komplett, bei alkali- 
scher Reaktion fast gar nicht adsorbiert wird. 


4, Invertin-Tonerde, 


Es wurden immer je 10 cem der Fermentlésung (bei verschiedener 
Reaktion) mit je 10 ccm der Tonerdeemulsion gemischt und filtriert, 
die entsprechende Kontrolle mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt 
und zuletzt Filtrate und Kontrollen zu dem Versuch schwach sauer ge- 
macht (Essigsiure). 





Dre- 

Versuch hung 

n, 18t. 

1, Wasser. . . . . +. «. 4eem-+-7°/, Rohrzuck.-Lsg. 12 +- 3,82 
2. Tonerde-Invertin-Filtr. noutr. 4 ,, + 7°/, a » 12-+2,82 
“oa we o 6 wo +7% 2 » 1242,75 
4. i = » sauer 4 ,, +79, - » 12+ 3,08 
5. Invertin-Wasser neutr.(Kontr.) 4 ,, +-7°/, - » 12+ 1,50 
6. - a ez ‘a 4 ,, +7%/, P » 12+1,00 
% - +  sauer a 4,+7% - » 12+ 0,87 


NB. Die Tonerde ist in diesem Falle an sich nicht sehr adsorptions- 
tiichtig, weil sie ausnahmsweise aus Alaun bereitet wurde. Die Resultate 
sind trotzdem eindeutig. 


Resultat. 


Tonerde adsorbierte bei jeder Reaktion einen groBen 
Teil des Invertins. 


Einige fernere Versuche mit kolloidalem Eisenhydroxyd sind nur in 
der folgenden Ubersichtstabelle registriert. 
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Ubersichtstabelle. 




















o 2 “a 
S @ a8 B= r= ‘3 | 
ces 25 € @ 2 8 ¢ 
eesis3 Pie Al Be 
Se Al BA _ sais 2 4 
Kaolin neutral | 00 ot 00 00 00 
‘ alk. 00 | + L _ — 00 
’ sauer | }--+- | +--+ 00 1. 00 00 
Taleum neutral | 00 +. = { Lod { 
es alk. 00 1. af - — ~— ~— 00 
sauer 00 ie ee ae 1 
Kohle neutral | ++ | +4 Pej tH 
9 alk. 00 +4 bof on 
” sauer | -—-— 1) +4 a Lt. 
Thonerde | neutral} +--+ ++ ++ /+44 
” alk. fad 2. oa 
» sauer 1 ++);+-+4+ 
Eisenhydroxyd =| neutral | +- + cal | - 
” alk. fe 
‘i sauer +--+ 





+--+ bedeutet vollkommen adsorbiert. 


+ zum gréBten Teil adsorbiert. 


00 " gar nicht adsorbiert. 
a nicht untersuchbar. 


Theoretisch ist es natiirlich gleichgiiltig, ob ein Ferment 
nur fast vollstindig oder vollstandig adsorbiert wird; dariiber 
entscheiden zufallig gegebene Mengenverhiltnisse von Adsorbens 
und Ferment; von prinzipiellem Gegensatz ist nur der véllige 
Mangel der Adsorbierbarkeit. 

Nachdem wir nun unsere tatsiachlichen Befunde aufgezahlt 
haben, wenden wir uns wieder der theoretischen Deutung der- 
selben zu. Wir hatten schon in der Einleitung darauf hin- 
gewiesen, daB a priori zwei Arten von Adsorptionserscheinungen 
moéglich sind. Wir wollen sie unterscheiden als die mechani- 
sche und die elektrochemische Adsorption.?) Die mechani- 
sche Adsorption, auf welche Freundlich fast allein Riicksicht 


1) Vor Vermischung mit der Zuckerlisung neutralisiert (bis in spur- 
weise saurer Reaktion). 

2) Ausfiihrlicheres dariiber in dem demnichst erscheinenden Artikel 
» Kolloide* von L. Michaelis in dem Handbuch ,,Physikaiische Chemie 
und Medizin“ von Kordnyi und Richter. 
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genommen hat, kann dann zustande kommen, wenn die Ober- 
fliche der Fliissigkeit gegen das Adsorbens eine hohe Ober- 
flichenspannung besitzt und durch eine Adsorption des gelésten 
Stoffes eine Verminderung dieser Oberflichenspannung erzielt 
werden kann. Es kénnen elektrisch neutrale Molekiile wie 
Ionen den Gesetzen der mechanischen Adsorption folgen. Die 
elektrochemische Adsorption kann dann zustande kommen, 
wenn das Adsorbens gegen die Fliissigkeit eine hohe elektrische 
Potentialdifferenz zeigt und durch die Adsorption des gelésten 
Stoffes eine Verminderung derselben erreicht werden kann. Um 
auf die elektrochemische Natur eines Stoffes aus dem Sinn 
seiner Adsorbierbarkeit einen Schlu8 zu ziehen, miissen wir 
solche Adsorbentien wahlen, bei denen eine mechanische Ad- 
sorption nicht in Frage kommt und alle Adsorptionserschei- 
nungen auf elektrochemischem Wege zustande kommen. Ferner 
aber miissen wir solche Adsorbentien wahlen, welche méglichst 
unter allen Bedingungen entschiedene und einsinnige Ladungen 
tragen. Wir miissen also unter den von uns angewendeten 
Adsorbentien diejenigen heraussuchen, bei denen diese Bedin- 
gungen erfiillt sind. Als geeignete Testobjekte dafiir sind die 
organischen Farbstoffe zu verwerten; als basische Farbstoffe 
Fuchsin, Methylviolett, Methylenblau, als saure Farbstoffe Pikrin- 
siure und besonders Eosin. Amphotere Farbstoffe, welche saure 
und basische Gruppen enthalten, wie Alkaliblau, Chromgriin, 
Chromviolett sind fiir uns zunachst nicht brauchbar. Wenn 
wir nun unsere Adsorbentien gegen diese Farbstoffe priifen, 
so ergibt sich folgendes vorliufige Resultat, dessen genauere 
Durcharbeitung wir uns fiir spiter vorbehalten méchten. Kohle 
und Talcum geben zweideutige Resultate, indem sie sowohl 
saure wie basische Farbstoffe adsorbieren; ihre Affinitat zu den 
basischen Farbstoffen scheint allerdings zu itiberwiegen. Jedoch 
sind die Resultate theoretisch noch unklar; entweder kommt 
hier das Moment der mechanischen Adsorption wesentlich mit 
in Frage, oder-die Absorbentien andern je nach der Reaktion 
des Mediums den Sinn ihrer Ladung. Scharfe und ein- 
deutige Resultate dagegen gibt Kaolin, Tonerde und Eisen- 
hydroxyd. Kaolin adsorbiert in neutraler, alkalischer und saurer 
Lésung immer nur basische Farbstoffe, dagegen nicht einmal 
spurweise saure Farbstoffe; es entfirbt nicht einmal an- 
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deutungsweise die allerverdiinntesten Eosinlésungen. Dagegen 
adsorbiert Tonerde (und Eisenhydroxyd) bei allen Reaktionen nur 
saure Farbstoffe, nicht im geringsten aber basische Farbstoffe. 
Es wird nachstens Gelegenheit genommen werden, die theoreti- 
sehe Erklarung dafiir zu geben. Fiir jetzt geniigt es festzu- 
stellen, daB alle Substanzen, die durch Kaolin adsorbiert werden 
kénnen, Basen sein miissen, alle Substanzen, die durch Ton- 
erde adsorbiert werden kénnen, Sauren sein miissen. 

Auf Grund dieses Leitsatzes sind wir aber in die 
Lage gesetzt, mit Leichtigkeit die elektrochemische 
Natur der von uns gepriiften Fermente festzustellen: 

Invertin wird bei allen Reaktionen von Tonerde ad- 
sorbiert, bei keiner Reaktion von Kaolin, hat alsodenCharakter 
einer Saure. 

Pepsin wird von Tonerde, nicht aber von Kaolin absorbiert, 
hat also ebenfalls den Charakter einer Saure. 

Malzdiastase wird bei neutraler und alkalischer Reaktion 
von Kaolin nicht adsorbiert, verhalt sich also unter diesen Be- 
dingungen wie eine Siure; es wird aber bei saurer Reaktion 
von Kaolin adsorbiert, wird demnach durch saure Reaktion 
positiviert; es ist also, wie die EiweiBkérper, ein amphoterer 
Kérper, und zwar mit stérkeren sauren als basischen 
Eigenschaften. Ganz dementsprechend wird Diastase von 
Tonerde bei neutraler und alkalischer Reaktion sehr vollkommen, 
bei saurer Reaktion unvollkommen adsorbiert. 

Speicheldiastase wird unter allen Umstinden von Kaolin 
und Tonerde adsorbiert, ist also ein amphoterer Korper. 

Trypsin wird von Kaolin und Tonerde adsorbiert, ist also 
ein amphoterer Korper. 

Diese Methode der ,,Adsorptionsanalyse*‘ ist ein Gegen- 
stiick zu der seinerzeit von P. Ehrlich inaugurierten Farb- 
analyse. Handelt es sich dort darum, aus den absorbieren- 
den Eigenschaften eines festen Kérpers (gegeniiber Farbstoffen) 
einen SchluB auf seine Natur zu ziehen, so handelt es sich hier 
darum, die Eigenschaften der Absorbierbarkeit von gelésten 


Kérpern zur Erforschung ihrer Natur zu benutzen. 








Berichtigung. 


In der Arbeit von E. Buchner und F, Klatte, diese Zeitschr. 8, muB es heiGen 
S. 539, Tabelle VI in der Spalte mit der Uberschrift ,,Zusatz nach 4 Tagen von‘: 
20 ecm Kochsait . - « «+ « « Statt 20 com PreBsaft. 
Das Gleiche gilt fiir die Fortsetzung der Tabelle YI auf S. 540. 
In der Arbeit von C. Neuberg, diese Zeitschr. 9, muS es heiBen 
8S. 552, Zeile 16 von oben: 
200,0 g a a a ar 
8. 553, Zeile 14 von unten: 
MOOG sc scecrsevcrevcnce « BMS 





. statt 100,0 g. 


In der Arbeit von L. Marchlewski, diese Zeitschr. 10, mu8 es heiSen 
8. 157, Zeile 5 von unten: 





Te teh Sg Ae a . statt 0,0025 gr, : 

8. 165, Zeile 1 von oben: ; 

Mamas wc kw tc se 

8. 165, Zeile 16 von unten } 
Chlorophyllan. . . .. . «+ +. « 4 Chlorophyll. 
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Uber die bei der Wassermannschen Luesreaktion wirk- 
samen Korper und iiber die himolytischen Eigenschaften 
der Organextrakte. 


Von 
Dr. J. Bauer, Assistenzarzt. 


(Aus dem Laboratorium der Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf, 
Direktor: Prof. Dr. SchloBmann.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1908.) 


Die Ansicht, daB es sich bei der Wassermannschen 
Syphilisreaktion um eine spezifische Komplementablenkungs- 
reaktion handelt, ist fast allgemein verlassen worden, nachdem 
von Porges') und gleichzeitig von Landsteiner, Miiller 
und Pl6étzl*) die Alkoholléslichkeit der in den Organextrakten 
wirksamen Substanzen gefunden worden war. Wir haben es 
nicht mit EiweiBlésungen, folglich auch nicht mit Antigenen 
zu tun, zwei Begriffe, die trotz einiger Versuche bis heute noch 
nicht zu trennen sind. Porges konnte den Organextrakt durch 
Lecithin ersetzen, Levaditi und Yamanouchi’) durch glyko- 
taurocholsaures Natrium, Sachs und Altmann*) durch olein- 
saures Natrium. Ich konnte mich iiberzeugen, dab sapo 
medicatus sich ebenso wie das oleinsaure Natrium verhalt. 


1) Porges, Verhdl. d. Berl. Med. Ges., Berl. klin. Wochenschr. 1907, 
1655. 

2) Landsteiner, Miller und Plétzl, Zur Frage der Komple- 
mentbindungsreaktionen bei Syphilis. Wiener klin. Wochenschr. 1907, 
Nr. 50. 

3) Levaditi und Yamanouchi, Le sérodiagnostic de la syphilis. 
Compt. rend. 63. 

4) Sachs und Altmann, Uber die Wirkung des oleinsauren Natrons 
bei der Wassermannschen Reaktion auf Syphilis. Berl. klin. Wochen- 


schr. 1908, Nr. 10. 
Biochemische Zeitschrift Band X. 20 
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Doch wird einstimmig angegeben, daB die besten Resultate 
mittels der Organextrakte erzielt werden. 

DaB es sich auch bei dem sogenannten ,,Antikérper‘‘ im 
Luesserum nicht um einen Immunkérper handelt, geht aus 
meinen Untersuchungen') hervor, nach denen sich bei geeigneter 
Versuchsanordnung die ,,Antikérperwirkung’ auch mit normalem 
Menschenserum, wenn auch in geringerem Mabe als mit 
luetischem, erreichen léBt. In Wahrheit handelt es sich hier 
um antikomplementare Substanzen, die im Verein mit dem 
wirksamen Bestandteil des Organextrakts die Hamolyse hemmen. 


Ausfillbarkeit der ,.Hemmungskoérper“ im luetischen Serum 
durch Dialyse. 

Neuerdings konnte ich durch 18—24 stiindiges Dialysieren 

des Luesserums gegen flieBendes Wasser diese ,,Hemmungs- 


stoffe’‘ ausfallen. 
Versuch. 


5 ccm Luesserum Br. und 5cem Normalserum E. werden 
24 Stunden mittels Hausenblasen gegen flieBendes Wasser 
dialysiert. Man erhielt am nichsten Tage 10,5 ccm Luesserum 
und 10cem Normalserum. Nach scharfem Zentrifugieren ge- 
wann man Niederschlagssiulchen von 0,8 mm des Luesserums 
und 0,2 mm des Normalserums. Diese Sedimente wurden zwei- 
mal gewaschen und dann auf die urspriingliche Fliissigkeits- 
menge mit physiologischer Kochsalzlésung aufgefiillt. 

Die Abgiisse hemmten nun die Himolyse eines zugesetzten 
hamolytischen Systems, auch mit Organextrakt zusammen, 
durchaus nicht; es lieB sich sogar nachweisen, daB der gegen 
Hammelblut gerichtete Amboceptor, der in jedem Menschen- 
serum vorhanden ist, sich zum gréBten Teil im AbguB findet. 

Das Sediment verhielt sich wie folgendes Beispiel zeigt: 

Es werden vier Reihen angesetzt. In der ersten und zweiten be- 
finden sich absteigende Mengen des Luessediments; jedes Réhrchen wird 
mit phys. Kochsalzlésung auf 2ccem aufgefiillt. In der ersten Reihe enthalt 


auBer dem Luessediment jedes Réhrchen noch 1 cem eines Organextraktes, 
wie er zum Anstellen der Wassermannschen Reaktion benutzt wird.?) 


1) Bauer, Zum Wesen der Wassermannschen Reaktion. Berl. 
klin. Wochenschr. 1908, Nr. 17. 

2) Methodik siehe: Bauer, Zur Methodik des serologischen Lues- 
nachweises. Deutsche med. Wochenschr. 1908, Nr. 16. Der alkohol. 
Organextrakt wurde stets in der dort beschriebenen Weise hergestellt. 





nena 
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Die dritte und vierte Reihe enthielten die Sedimente des Normalserums 
resp. diese im Verein mit Leberextrakt in derselben Weise wie Reihe 1 
und 2. In jedes Roéhrechen kommt nun 0,1 Meerschweinchenserum, 
darauf bleiben die Reihen eine halbe Stunde bei 37° und dann wird 
1,0 ccm 5° ,iges sensibilirtes Hammelblut hinzugefiigt. 








Tabelle 1. 
7 Hamolyse von 1 ccm 5°),igem, sensibilsiertem Hammel- 
Mengen der | blut durch 0,1 Meerschweinchenserum, zuvor digeriert mit 
Sedimentauf- 
a Organextrakt Organextrakt Normal. 
schwemmungen +. Lues- Luessediment] — Normal.- 7 
ccm sediment sediment sediment 
0,5 0 komplett stark komplett 
0,25 0 - komplett 
0,1 mabig - os ” 
0,05 komplett ‘a os ” 








Verglich man diese Werte mit der Ablenkungsfihigkeit 
des nativen Luesserums, so zeigte sich, da ein kleiner Teil 
der Ablenkungskraft wohl durch die Prozeduren des Zentri- 
fugierens und Waschens verloren gegangen war. Das oben be- 
nutzte Lueserum Br. gab noch bei Anwendung von 0,05 ccm 
eine positive Wassermannsche Reaktion. Im _ wesentlichen 
war aber bewiesen, da die luetischen Hemmungskorper mit 
dem Globulinniederschlag ausgefallt waren. 

Dieser Befund gewinnt an Interesse im Hinblick auf die 
Arbeiten Klausners'). Klausner gab eine neue diagnostische 
Luesreaktion an, die darin besteht, daB bei Mischung von Lues- 
serum und destilliertem Wasser in bestimmtem Verhiiltnis eine 
Fallung auftritt, die das Serum eines Gesunden angeblich nicht 
zeigt. Sie beruht darauf, daB luetische Sera eine bessere 
Globulinfallbarkeit zeigen oder globulinreicher sind. Tatsichlich 
fand ich auch, daB die Luessera haufig einen staérkeren Niederschlag 
bei der Dialyse gaben als die normalen, aber immerhin wurden 
sie von manchen Normalseren in der Globulinmenge er- 
reicht. Die Klausnersche Methode hat sich auch bei weiteren 
Nachuntersuchungen*) nicht bewahrt, fand doch Klausner 


1) Klausner, Wiener med. Wochenschr. 1908, 7 u. LI. 
2) Nobl und Arzt, Wiener klin. Wochenschr. 1908, Nr. 9.— Fritz 
und Kren, Wiener klin. Wochenschr. 1908, Nr. 12. 


20* 


4s arts 
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selbst nach seiner zweiten Mitteilung einen positiven Ausfall 
seiner Reaktion bei Patienten, die an Tuberkulose, Typhus usw. 
erkrankt waren. 

DaB die Luessera im allgemeinen einen starken Globulin- 
niederschlag geben, liegt also méglicherweise daran, da8B die 
luetischen ,,Hemmungstsoffe‘‘ mit niedergerissen werden. Wenn 
ich die Niederschlige mit Alkohol extrahierte, konnte ich die 
Hemmungskorper im Sediment nicht wiederfinden. 


Beziehungen der bei der Luesreaktion wirksamen Bestand- 
teile des Organextraktes zu den hamolytischen. 


Die Alkoholléslichkeit scheint das allen Substanzen, die 
bei der Luesablenkung in Betracht kommen, Gemeinsame zu 
sein. Aus diesem Grunde haben auch Sachs und Altmann, 
nachdem sich Lecithin und gallensaure Satze als zur Ab- 
lenkung geeignet erwiesen haben, die Wirkung des oleinsauren 
Natriums gepriift. Sie fanden dabei die merkwiirdige Tatsache, 
daB das oleinsaure Natrium in derselben Menge, in der es mit 
Luesserum zusammen antikomplementar wirkt, selbst hamo- 
lytisch wirkt. Es handelt sich dabei um die Seifenhaimolyse, 
die nach Untersuchungen von Noguchi’) und v. Lieber- 
mann*) durch Serumzusatz aufgehoben wird. 

Es war daher von Interesse, zu untersuchen, wie sich der 
Extrakt aus der Leber eines syphilitischen Sauglings, den ich 
gewohnlich zur Anstellung der Wassermannschen Reaktion 
benutzte, in dieser Hinsicht verhielt. Der alkoholische Extrakt 
ist eine klare, leicht griinlich gefairbte Fliissigkeit. Setzt man 
zu derselben physiologische Kochsalzlésung, so entsteht eine 
emulsionsartige Fliissigkeit. Diese hat starke hamolytische 
Wirksamkeit, deren sie verlustig geht, sobald man eine relativ 
geringe Menge irgend welchen Serums zusetzt. Sie erhalt dann 
sogar komplementhemmende Eigenschaften. 

Anfanglich wurde die Wassermannsche Reaktion mit 
wiasserigen Leberextrakten angestellt. Es zeigte sich nun, daB 


1) Noguchi, On certain chemical complementary substances. Proc. 
Soc. Exper. Biolog. 4, 1907. 

2) v. Liebermann, Uber Hiamagglutination und Hamatolyse. 
Diese Zeitschr. 4, 25, 1907. 
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Tabelle 2. 





Hamolyse von leem 5° igen Hammelbluts 
Mengen des durch 0,05 alkoholischen Leberextrakt und (jedes 

Menschenserums Roéhrchen auf 3 ccm aufgefiillt) 

ecm A. Luesserum B. Normalserum 

0,01 0 0 

0,005 0 0 

0,0025 Spur Spur 

0,0015 miibig miBig 

0,001 komplett komplett 

0 ” ” 





auch diese hamolytisch wirkten und auch hier wurde die Hamo- 
lyse durch Serumzusatz aufgehoben. Auch die wisserigen 
Extrakte ergaben mit Luesserum vereinigt in derselben Dosis 
in der sie an sich himolytisch wirkten, eine typische Wasser- 
mannsche Hemmung der Himolyse. Die wasserigen und ebenso 
die alkoholischen Leberextrakte waren coctostabil. 

Anfinglich schien es fast, als ob der alkoholische Organ- 
extrakt nicht hitzebestindig sei. Es wurde die lccm einer 
5°/,igen Hammelblutaufschwemmung gerade noch lésende Menge 
des Extraktes bestimmt. Es zeigte sich, daB 1lccm einer 
‘/,9 Verdiinnung bei 37° in 3 bis 4 Stunden vollstandig léste. 
Darauf wurde der Extrakt eine halbe Stunde erhitzt, und es 
ergab sich bei Blutzusatz nun folgendes: 

Erhitzung des Extraktes bei 56°: 70°: 100°: 
volistandig keine keine 
gelést Losung Léosung. 

Der Organextrakt schien also thermolabil zu sein. Bei 
niherer Priifung zeigte sich aber, da8 diese Hitzeunbestandig- 
keit nur fiir diese geringste lésliche Dosis galt; nahm man hin- 
gegen etwas mehr des selbst auf 100° erwairmten Extrakts, so 
zeigte sich die unversehrte himolytische Fahigkeit. 

Dieses Verhalten der Organextrakte erklart vielleicht die 
Differenz der Befunde Morgenroth und Korschuns’) einer- 
seits und Tarassevitschs*) andererseits. Letzterer versuchte 


1) Morgenroth u. Korschun, Uber die himolytischen Eigen- 
schaften von Organextrakten. Berl. klin. Wochenschr. 1902, Nr. 37. 
2) Tarassevitsch, Sur les Cytases. Annales de I’Inst Pasteur 1902. 
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Tabelle 3. 
Sy 2 Hamolyse von 1 ccm 5°/,igen Hammelblut durch !/., verdiinnten 
SO) alkoholischen Leberextrakt, der !/, Stunde erhitzt war 
= 3~ | A. unerhitzt nach B. bei 56° nach C. bei 80° nach 
ecm 40’ 80° 120’ |: ~-40’ 80’ 120’ | 40’ 80’ | 120’ 
2,0 komplett komplett | komplett | komplett, komplett kompleti? 0 komplett | komplett 
1,75 " . ” * . 0 * 
15 mabig . Spur “ . 0 © stark 
1,25 | wenig oa - 0 ‘ 0 maBig ” 
1,0 0 0  komplett} 0 0 maBig 0 0 0 
0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 











die Organausziige wegen ihrer Thermolabilitét mit den Kom- 
plementen zu identifizieren. Daf davon hier keine Rede sein 
kann, ergibt sich aus obiger Tabelle. 

Die zur Luesreaktion benutzten Organextrakte verhielten 
sich also in ihren hamolytischen Eigenschaften im wesent- 
lichen so wie die von Morgenroth und Korschun beschrie- 
benen Organextrakte. Die Coctostabilitat derselben gilt auch 
fiir ihre Brauchbarkeit zur Wassermannschen Luesreaktion. 
Die iibliche Verdiinnung des Leberextraktes ergab noch nach 
ihrer Erhitzung auf 100° mit Luesserum einen positiven Aus- 
schlag der Reaktion, wahrend sie mit Normalserum vereint, 
nicht ablenkte. 

Es lieB sich ferner zeigen, da die wiasserigen Extrakte 
insofern mit den von Morgenroth und Korschun beschrie- 
benen iibereinstimmten, als sie beim Stehen einen Niederschlag 
bildeten. Zentrifugierte man diese Lésungen oder filtrierte sie, 
so zeigte die klare Lésung weder hamolytische Fahigkeiten, noch 
lie8 sie sich zur Luesablenkung benutzen. Alle diese parallelen 
Erscheinungen weisen darauf hin, daB es dieselben Sub- 
stanzen sind; die einmal haimolytisch wirken, andrer- 


seits bei der Wassermannschen Reaktion eine anti- 
lytische Tatigkeit entfalten. 
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Die Wirkung der hiimolytischen und lysehemmenden Kérper 
der Organextrakte in Rohrzucker, 


Noch in einer anderen Eigenschaft des Organextrakts 
suchte ich diesen Parallelismus nachzuweisen. Setzt man zu 
dem alkoholischen Organauszug physiologische Kochsalzlésung 
zu, so bildet sich, wie schon erwahnt, eine Emulsion. Diese 
Flissigkeit hellt sich bei Zusatz von SerumeiweiB sofort auf. 
Es entstand nun die Frage, ob dieser KlarungsprozeB in Zu- 
sammenhang steht mit der Aufhebung der hamolytischen Wirk- 
samkeit einerseits und der Bindungsfaihigkeit des Extrakts mit 
den luetischen Hemmungsstoffen. Der Alkoholauszug wurde 
mit einer isotonischen (7,8°/,) Rohrzuckerlésung in demselben 
Verhaltnis wie mit Kochsalzlésung verdiinnt und die Himo- 
lyse von Hammelblut gepriift. 


Tabelle 3. 





ae Hamolyse von 1 ecm 5°/,iger Hammelblutkérperchenaufschwem- 
2-5 | mung durch alkoholischen Leberextrakt (jedes ROhrchen auf 
oy 3 3 ccm aufgefiillt) 
24° |}——_—_-_- - 
~ A. in Kochsalzlésung nach B. in Rohrzuckerlésung nach 
ecm /. Std. 1 Std. 2Std. | 3/, Std. 1 Std. 2 Std. 
0,25 komplett komplett komplett Spur mibig komplett 
0,15 - " 0 Spur stark 
0,1 i = B . 0 wenig 
0,05 0 0 . ‘ 0 
0.025 0 0 0 i i 
0 0 0 0 ‘ “ . 








Die Triibung des Extrakts tritt bei Rohrzucker oder 
Wasserzusatz nicht auf. Es zeigte sich auch, wie Tabelle 2 
ergibt, daB die haimolytische Kraft des Alkoholauszugs stark 
vermindert ist. Dem Salzgehalt der Lésung scheint demnach 
eine wichtige Rolle bei der Wirksamkeit des Organextrakts zu- 
zufallen. Ich wollte daher auch das Auftreten des Wasser- 
mannschen Luesphénomens in Rohrzuckerlésung priifen. 

Es war von vornherein nicht zu erwarten, da dieser Ver- 
such gelingt, wenn man die Wassermannsche Anordnung 
trifit, da nach den Untersuchungen von Sachs und Teruuchi’) 


1) Sachs u. Teruuchi, Die Inaktivierung der Komplemente im 
salzfreien Medium. Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 16, 17, 19. 
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die Hamolyse durch einen immunisatorisch gewonnenen Ambo- 
ceptor -- Komplement in Rohrzuckerlésnng ausbleibt. Anders 
lagen die Dinge, wenn ich die Luesreaktion in der von mir 
geiibten Weise anstellte, in dem ich als blutlésenden Ambo- 
ceptor den Normalamboceptor des Menschenserums verwende. 
Hatten doch Sachs und Teruuchi gerade gefunden, daB z. B. 
Meerschweinchenserum in Rohrzucker Rinderblut lédst, eine 
Hamolyse, die in Kochsalzlésung ausbleibt und daraus, ebenso 
wie Girard-Mangin und Henri’), geschlossen, daB normale 
Sera in Rohrzuckerlésung starker hamolytisch wirken als in 
Kochsalzlésung. Ich muBte daher priifen, ob das himolytische 
System: Hammelblut, inaktives Menschenserum, Meerschiweinchen- 
komplement, in Rohrzuckerlésung zu gebrauchen ist. 


Tabelle 4. 





Hiamol. v. lecm 5°, igen Hammelbluts durch abfallende 
Mengen des Mengen inaktiven Menschenserums und 0.1 ccm Meer- 
Menschenserums | schweinchenserum (jed. Réhrchen auf 3 ccm gebracht) 
cem A. in Kochsalzlésung B. in Rohrzuckerlésung 
1,0 komplett Spur 
0,5 ad 0 
0,25 ” 
0,1 o 
0,05 
0,025 ss 
0,01 maBig 
0 0 








Als Resultat ergab sich also, daS die Luesreaktion in 
Rohrzuckerlésung nicht ausfiihrbar ist, weil auch bei Verwen- 
dung eines Normalamboceptors die Rohrzuckerhimolyse des 
Hammelblutes ausbleibt. 


Vereinigung der Extraktlysine mit Blutserum. 


Wie wir sahen, wird durch Zusatz einer geniigenden Blut- 
serummenge die triibe Kochsalzaufschwemmung des alkoholischen 
Organextrakts wieder klar. Setzt man nun absteigende Menge 
von Serum zu, so kann man beobachten, daB genau dort, wo 


1) Zitiert nach Sachs und Teruuchi (s. o.). 











ee ei 
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die Serummengen so gering sind, da8 sie keine Aufhellung mehr 
bewirken, die lytische Kraft des Extraktes wieder zur Geltung 
kommt. 

Diese Verbindung der lipoiden Stoffe mit Serum, die auch 
bei der Wassermannschen Luesablenkung eine grofe Rolle 
spielt, hat neuerdings sehr an Interesse gewonnen. 

v. Liebermann (l.c,) und Noguchi?) haben die Seifen in 
Beziehung zu den Serumkomplementen’ bringen wollen. 
Noguchi zeigte, daf Seifenlésungen ebenso wie Extrakte aus 
Blut und Organen durch Blutserum ihre hamolytische Kraft 
verlieren. Trotzdem identifiziert Noguchi die Seifen mit den 
Komplementen, indem er annimmt, da8 sie deswegen nicht an 
sich lésten, weil Serumbestandteile sie daran hinderten, die 
aber bei Anwesenheit des Amboceptors ihre Wirksamkeit 
wiedergewinnen. Hecker”) konnte dies nicht im geringsten 
bestatigen. Er leugnet die Identitét von Seifen und Komple- 
menten. Ich konnte den negativen Befund auch fiir die 
Extraktlysine konstatieren. Verbindungen von alkoholischem 
Organextrakt mit Blutserum, die an sich Hammelblut nicht 
lésten, lésten es auch nicht, wenn das Blut vorher sensi- 
bilisiert wurde. 

Noguchi schreibt: ,,Abgesehen vom langsameren Fort- 
schreiten der Himolyse als bei den genuinen Komplementen 
und der héheren Empfanglichkeit fiir die antikomplementiire 
Wirkung des Serums kénnte man die serumisierten Seifen als 
Komplemente im Sinne unserer gegenwirtigen biologischen 
Terminologie auffassen.‘ 

Auch die Inaktivierung der serumisierten Seifen gliickte 
Noguchi. 

Eine ahnliche Inaktivierung von Organextrakt und Serum 
gelang mir darzustellen, in dem ich Organextrakt und eine so 
kleine Menge Serum nahm, die das Extraktlysin nicht mehr 
hemmte. Fiigte ich 1 ccm eines '/,, verdiinnten alkoholischen 
Leberextraktes 1 ccm eines */,,, Menschenserums zu, so loste 
diese Mischung 1 ccm 5°/,igen Hammelbluts in 2 Stunden bei 


1) Noguchi, Uber gewisse chemische Komplementsubstanzen. 
Diese Zeitschr. 6, 327, 1907. 

*) Hecker, Beitrage zur Kenntnis der hamolytischen Komplemente, 
Arb. d. Kgl. Inst. f. experim. Ther. Frankfurt, 1907, H. 3. 
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Blutwarme auf, die Lésung unterblieb aber, wenn Extrakt 
Serum vorher auf 56°, oder gar 80° eine halbe Stunde 
lang erhitzt war. Bei naherer Analyse zeigten sich folgende 


Verhaltnisse: 
Tabelle 5. 





Mengen des Hiamolyse v. leem 5°/, igen Hammelbluts 
Menechenserume durch 1 cem }/,, Orangeextrakt 
-+- Menschenserum (alles auf 3 ccm 
com aufgefiillt) 
0,1 0 
0,05 0 
0,025 0 
0.01 komplett 
0,005 
0,0025 
U 





Nach 2 Stunden 37° notiert. 


Tabelle 6. 











gs Hiimolyse wie in Tabelle 5, nur daB in der Reihe A 

ie 2 Extrakt + Serum zuvor bei Zimmertemperatur, bei 56°, in 
& E Reihe C bei 80° '/, Stunde erhitzt war 

aa") £2 B. 56° nach C. 80° nach 
com 40/ 80° 120° | 40’ 80’ 120’ | 40’ 80’ | 12 
0,01 0 QO  komplett] 0 0 0 0 0 0 
0,005 | wenig — kompleii n 0 komplett  komplett 0 0 0 
0.0025 |maBig| ,, is 0 ” 0 0 0 
0.0015 | stark | __, komplett - 0 0 komplett 
0 kompleit | —,, ‘ miaBig “ 0 QO  wenig 











Ich mu8 noch betonen, daB die zu obigen Versuchen ge- 





wihlite Dosis Extrakt das Doppelte der gerade noch lésenden 
Dosis bedeutet. Wir sahen vorher schon, da®B die lésende 
Grenzdosis durch Erhitzen inaktiviert werden kann. Aus 
obigen Tabellen geht nun zweierlei hervor. Erstlich wird auch 
diese staérkere Menge des Extraktlysins durch Erhitzen wenig- 
stens zeitlich gehemmt. Zweitens wird eine Mischung von 
Extrakt und Serum, die an sich noch lést, durch Erhitzen 
inaktiviert. 

Hierher gehéren auch die Befunde Landsteiner und 


mene 
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Ehrlichs') bei der Haimolyse durch Olsiure, die mit kleinen 
Mengen Pferdeserums versetzt ist. Bei starkerer Verdiinnung 
und Erhitzen iiber 65° wurde die Haimolyse gehemmt. Die 
Autoren wollen daraus schlieBen, daB die Verbindung Sernm- 
eiwei§ +- Lipoid sich ahnlich wie Amboceptor -- Komplement 
verhalt. Es erklaren sich Landsteiner und Ehrlichs Be- 
funde im Sinne obiger Tabellen derart, daf sie mit der Extrakt- 
menge an der Grenze der lésenden Dosis angekommen waren, 
wo eine geringe Serumdose schon hemmt, eine geringere aber 
schon nach Erhitzen. 

Diese letztere Tatsache erinnert an Noguchis oben be- 
schriebenes Phinomen. Diese Erscheinung beruht hiernach 
darauf, da das Serum, das an sich schon antilytisch wirkt, 
beim Erhitzen des Gemisches eine starkere Wirkung entfaltet. 
Um so merkwiirdiger ist die paradoxe Beobachtung, da ganz 
kleine Serummengen (0,0015 ccm in Tabelle 6) beim Erhitzen 
des Gemisches die lésende Kraft des Extraktlysins beschleunigen 
und verstarken, eine Tatsache, die im Experimente immer 
wiederkehrte und fiir die nur vorlaufig eine Erklarung fehlt. 

Viel wichtiger erscheint mir ein anderer Befund, dab 
nimlich einige menschliche Sera in gréBerer Dosis die 
Extraktlysine tberhaupt nicht mehr hemmen, son- 
dern die Lysis verstarken, ferner daB diese Lésung durch 
Erhitzen auf 56° aufgehoben wird. 


Tabelle 7. 








Hamolyse von 1 ecm 5°/,igen Hamelbluts durch 1 eem 
Mengen des 1» alkohol. Leberextrakts und Menschenserum W 
Menschenserums > 
B. nachdem Extrakt 
A. sofort - Serum ', Stunde bei 
ecm 56° erhitzt wurden 
1,0 komplett 
0.5 stark 
0,1 maBig « 
0,05 0 
0,01 0 
0,005 0 
0 komplett komplett 





1) Landsteiner u. Ehrlich, Uber bactericide Wirkungen von 
Lipoiden und ihre Beziehung zur Komplementwirkung. Centralbl. f. 
Bakt. 45, 1908. 
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Noguchi erértert die Frage, wie denn solch kraftig wir- 
kende hamolytische Substanzen wie die Extraktlysine im Blute 
kreisen kénnen, ohne die ihnen innewohnende Wirkung auf 
die Blutkérperchen auszuiiben. Es kommt noch hinzu, daB 
diese Lysine durchaus nicht spezifisch sind und auch die Blut- 
korper des Individuums lésen, aus dessen Blut oder Organen 
sie extrahiert sind. Noguchi greift dabei zu der Erklarung, 
daB geringe Serummengen schon die hamolytische Wirkung der 
Extraktlysinen aufheben. 

Welcher Art diejenigen Sera sind, welche die Organ- 
haimolyse in gréBeren Mengen férdern, miissen erst weitere 
Untersuchungen lehren. 

Man kénnte in erster Linie daran denken, da diese Sera 
ein proteolytisches Ferment enthalten, das auch, wie Bayer’) 
gefunden hat, die Himolyse von Gallensalzen -— Serum fordert, 
wahrend sonst Blutsera, die nicht unter dem EinfluB proteoly- 
tischer Verdauungsfermente stehen, auch die Gallenhimolyse 


hemmen. 


Zusammenfassung. 

1. Die bei der Wassermannschen Luesreaktion im Lues- 
serum wirksamen Bestandteile fallen beim Dialysieren des Serums 
mit den Globulinen aus. 

2. Ebenso wie Seifen haben auch die komplementbinden- 
den Organextrakte der Wassermannschen Reaktion an sich 
blutlésende Wirkung, die sich durch Zusatz geringer Serum- 
mengen verlieren. 

3. Die geringsten lésenden Dosen dieser Extraktlysine 
werden durch Erhitzen in ihrer haimolytischen Kraft gehemmt 
resp. geschwacht. 

4. Der Kochsalzzusatz spielt bei der Extrakthamolyse eine 
Rolle, insofern in Rohrzuckerlésung die Hamolyse gehemmt 
wird. 

5. In isotonischer Rohrzuckerlésung versagt auch die 
Himolyse von Hammelblut durch den Normalamboceptor des 
Menschenserums und Meerschweinchenkomplement. 

6. Eine Identifizierung der Wirkung von Organextrakten 


1) Bayer, Untersuchungen iiber die Gallenhamolyse II. Diese 
Zeitsohr. 9, 58, 1908. 
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Blutserum mit den Serumkomplementen (im Sinne No- 
guchis) konnte nicht konstatiert werden. 

7. Dagegen laBt sich die haimolytische Fahigkeit einer blut- 
lésenden Mischung von Extraktlysinen und kleinen Serum- 
mengen durch Erhitzen aufheben, ahnlich der Komplement- 
inaktivierung. 

8. Manche Sera haben die Eigenschaft, in gréBeren Mengen 
die lytische Kraft der Extraktlysine zu verstarken, in kleinen 


zu hemmen. Bei 56° wird eine solche Kombination inaktiviert. 











Zur Frage iiber die Umwandlung der Starke in den 
Pflanzen und iiber den Nachweis der 
amylolytischen Enzyme. 


Von 
WI. Butkewitsch, 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium des Instituts fiir Land- 
und Forstwirtschaft in Novo-Alexandria. ) 


(Eingegangen am 21. April 1908.) 


Viele Fragen, welche die gegenseitigen Beziehungen zwischen 
den Vorgingen der Stirkelésung und -speicherung in den 
Pflanzen und die Beteiligung einerseits der amylolytischen 
Enzyme und andrerseits des Plastidenstromas an diesen Vor- 
gangen beriihren, haben noch keine befriedigende Lésung ge- 
funden. Der Weg, welchen weitere, die Bedeutung der einzelnen 
diese Vorgiinge bedingende Momente aufzuklirende Unter- 
suchungen einschlagen miissen, besteht in einer Zergliederung 
des daran beteiligten Faktorenkomplexes und in einer Auf- 
hellung der Rolle, welche jedem einzelnen Faktor dabei zu- 
kommt. 

Einen Versuch in dieser Richtung bieten die vorliegenden 
Untersuchungen, in welchen ich bemiiht war, das oben ange- 
gebene Ziel teilweise durch Anwendung solcher Stoffe, wie 
Toluol und Chloroform, teilweise durch Einwirkung hoher Tem- 
peraturen zu erreichen.') 


Der EinfluB des Toluols und Chloroforms. 


Als Versuchsmaterial dienten mir Holzzweige, welche Ende 
Februar oder Anfang Marz, vor Beginn der im Friihling statt- 


1) Der gréBte Teil der in dieser Arbeit beschriebenen Versuche war 
schon vor vier Jahren, namlich im Friihjahr 1904, ausgefiihrt worden. 
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findenden Starkeablagerung abgeschnitten waren. Die abge- 
schnittenen Zweige wurden ins Wasser gestellt und einige Tage 
bei Zimmertemperatur gehalten, bis die mikroskopische Unter- 
suchung eine Ablagerung von geniigenden Stirkemengen in 
ihrer Rinde zeigte. Nach einer vorlaufigen Untersuchung der 
Stirkeablagerung in den Zweigen verschiedener Baumarten 
entschied ich mich fiir Morus alba und Sophora japonica, 
deren Zweige ich auch bei den folgenden Versuchen haupt- 
sichlich benutzte. 

Bei diesen Arten gelang es beim Ubertragen der Zweige 
ins Zimmer verhaltnismaBig schnell eine reichliche Starkeablage- 
rung in der Rinde hervorzurufen. In den natiirlichen Be- 
dingungen war die Rinde der Zweige zur Versuchszeit ganz 
oder beinahe ganz frei von Starke, und das Holz zeigte immer 
reichliche Starkevorrite, welche wahrend der ganzen Winter- 
ruheperiode daselbst erhalten blieben (Starkebaume).') 

Die im Verlauf einiger Tage im Zimmer aufbewahrten 
Zweige wurden — um einheitliches und vergleichbares Material 
zu erhalten — der Linge nach in 2 bis 4 Teile gespaltet. Diese 
Teile wurden in Glaser mit ein wenig Wasser gestellt und 
dann unter eine mit schwarzem Papier umhiillte Glasglocke 
gebracht. Unter jeder Glasglocke, deren Zahl drei betrug, 
befand sich eine Krystallisierschale mit Wasser. Zu diesem 
Wasser, dessen Schicht nicht dicker als 3 bis 5 mm war, wurde 
in eine Schale Toluol, in die andere — Chloroform hinzugefiigt. 
Das Toluol und Chloroform wurden in solcher Menge zugesetzt, 
daB im Verlaufe des ganzen Versuchs ein Uberschu8 derselben 
vorhanden war. Unter der dritten Glocke, welche zur Kontrolle 
diente, befand sich in der Schale nur Wasser. 

Aus den auf diese Weise unter den Glocken verteilten 
Zweigstiicken wurden nach einiger Zeit Quer- und Langs- 
schnitte hergestellt (durch Rinde und Holz), welche mikro- 
skopisch untersucht wurden. Die der vergleichenden Unter- 
suchung unterworfenen Querschnitte wurden durch einander 
entsprechende Stellen der durch Langsspaltung erhaltenen Teil- 
stiicke ein und desselben Zweiges gefiihrt. Bei der Unter- 


1) Vgl. A. Fischer, Beitr. z. Physiol. d. Holzgewachse. Jahrb. 
f. wiss. Botan. 22, 73, 1891. 
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suchung auf Starke wurden die Querschnitte in eine schwache 
Lésung von Jod in Jodkalium gelegt. In einigen Fallen wurde 
auch eine mikrochemische Untersuchung der kupferoxydredu- 
zierenden Zuckerarten ausgefiihrt. Dazu wurden die Querschnitte 
fir einige Zeit in eine starke Lésung von Kupfersulfat gelegt, 
dann mit Wasser abgespiilt und in eine siedende Lésung von 
Seignettesalz und Atzkali’) getaucht, schlieBlich wieder mit 
Wasser ausgespiilt und mikroskopisch untersucht. 

In einer Reihe von Versuchen, welche auf die oben er- 
lauterte Weise angestellt waren, konnte in allen Fillen eine 
und dieselbe Erscheinung festgestellt werden. In Gegenwart 
des Toluols und Chloroforms léste sich die in der Rinde auf- 
gespeicherte Starke, und bei geniigender Dauer des Versuchs 
verschwand sie vollstiindig oder nahezu vollstaéndig. Im Holze 
von Sophora und Morus, welche sehr reichliche Stirke- 
mengen nicht nur in den Markstrahlen und im Parenchym, 
sondern auch in den peripherischen Leitelementen enthielten, 
léste sich die Starke niemals vollstandig, doch konnte man 
auch hier eine gewisse Abnahme derselben bemerken. Wo 
unter den Glocken kein Toluol oder Chloroform vorhanden 
war — wenn die Versuchsobjekte noch vor Ende der Starke- 
abscheidungsperiode benutzt wurden —, verminderte sich die 
Menge der Starke keineswegs; 6fters vergréBerte sie sich im 
Gegenteil bedeutend, was besonders klar in der Rinde nachzu- 
weisen war. 

Mikrochemisch lieBen sich mit Hilfe des Fehlingschen 
Reagenz merkliche Zuckermengen sowohl in den zur Kontrolle 
aufgestellten Zweigstiicken, als auch in denjenigen, welche sich 
in einer Toluol- oder Chloroformatmosphire befanden, fest- 
stellen. 

Im folgenden sind einige der bei meinen Versuchen mit 
Zweigstiicken von Morus alba und Sophora japonica er- 
haltenen Ergebnisse mitgeteilt. Zu diesen Versuchen wurden 
2 bis 3jahrige Zweige genommen, welche Ende Februar oder 
Anfang Marz abgeschnitten und einige Tage im Zimmer aus- 
gehalten waren. 


1) Nach A. Mayer, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1885, 332. Siehe 
Strasburger, Das botanische Praktikum 1897, 139. 
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Versuche mit Toluol. 
A. Ein Zweig von Morus alba ist am 22. II. abgeschnitten und 
3 Tage im Zimmer bei einer Temperatur von 17 bis 20° C gehalten. 
Ziemlich viel Starke sowohl im Holz als auch in der Rinde vorhanden. 
Die Zweige sind der Linge nach gespaltet und unter Glasglocken mit 
und ohne Toluol gestellt worden, wo sie drei Tage verblieben. 


Die Resultate der mikroskopischen Untersuchung 


ohne Toluol: mit Toluol: 
Viel Starke sowohl im Holz In der Rinde beinahe keine 
als auch in der Rinde. Starke, im Holz ziemlich viel. 


B. Ein Zweig von Morus alba, am 2. III. abgeschnitten und 
4 Tage im Zimmer gehalten. Viel Stirke in Rinde und Holz. 2 Tage 
unter Glasglocken mit und ohne Toluol gehalten. 

Resultate der mikrochemischen Untersuchung 
ohne Toluol: mit Toluol: 

Viel Starke in Holz und Rinde. Im Holz ziemlich viel, in 

der Rinde wenig Stirke. 

In beiden Fillen bedeutende Mengen einer reduzierenden Zuckerart 
sowohl im Holz als auch in der Rinde. 

C. Ein Zweig von Sophora japonica, am 2. III. abgeschnitten 
und einige Tage im Zimmer gehalten. Im Holz sehr viel Starke, in 
der Rinde stellenweise, hauptsichlich in den Markstrahlen. 2 Tage 
unter der Glocke. 

Resultate der mikrochemischen Untersuchung 
ohne Toluol: mit Toluol: 
Wie friiher. Im Holz viel Stirke, in der 
Rinde keine. 
Versuche mit Chloroform. 

D. Ein Zweig von Morus alba, am 3. III. abgeschnitten, 3 Tage 
im Zimmer gehalten. Im Holze viel Starke, in der Rinde zerstreut, 
stellenweise. 4 Tage unter Glasglocke mit und ohne Chloroform. 


Mikrochemische Untersuchung 


ohne Chloroform: mit Chloroform: 
Viel Starke im Holz und Im Holz ziemlich viel, in der 
ziemlich viel in der Rinde. Rinde keine Starke. 
Reduzierender Zucker in beiden Fallen, hauptsichlich in der Rinde. 


E. Zweig von Sophora japonica, am 22. III. abgeschnitten, 
einige Tage im Zimmer gehalten. Sehr viel Stirke im Holz, ziemlich 
viel in der Rinde. 4 Tage unter den Glasglocken. 


Mikrochemische Untersuchung 


ohne Chloroform: mit Chloroform: 
Sehr viel Starke in Holz Im Holz ziemlich viel, in der 
und Rinde. Rinde beinahe keine Stirke 


(nur im peripherischen, chloro- 
phyllfiihrenden Teil). 


Biochemische Zeitschrift Band X. 21 
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Aus den angefiihrten Ergebnissen sieht man, da$ Toluol 
und Chloroform die Loésung der in den Zellen gespeicherten 
Starke hervorriefen. 

Eine ahnliche Erscheinung ist auch von Puriewitsch’) 
fiir Blatter, welche der Einwirkung von Ather ausgesetzt werden, 
festgestellt. Die von diesem Autor beschriebene Erscheinung 
des beschleunigten Verschwindens der Blatterstirke unter dem 
Einflu8 des Athers wurde in dem Sinne erklart, daB der Ather 
die Atmungsenergie steigern und dadurch den Verbrauch des 
bei der Starkelésung entstehenden Zuckers, dessen Anhiaufung 
auf diesen Vorgang hemmend wirke, beschleunigen sollte. *) 
Dieselbe Erklarung k6nnte auch auf die ahnliche Wirkung des 
Toluols und Chloroforms in meinen Versuchen ausgedehnt 
werden. Doch die Bedingungen, unter welchen diese Versuche 
ausgefiihrt wurden, lieBen an der Anwendbarkeit einer solchen 
Erklarung in diesem Falle zweifeln. Nach den vorhandenen 
Angaben*) iibt Ather und Chloroform nur in kleinen Mengen 
und bei kurzer Einwirkungsdauer eine stimulierende Wirkung 
auf den AtmungsprozeB aus. Bei der langen Einwirkungszeit 
des Chloroforms und Toluols in meinen Versuchen muBte man 
aber auf Grund dessen, was uns iiber den EinfluB dieser Stoffe 
auf die Atmung*) bekannt ist, die umgekehrte Erscheinung, 
d.h. eine Verminderung der Atmungsenergie erwarten. Zu- 
gleich, wie schon oben erwahnt, erwies die mikrochemische 
Untersuchung der von Toluol und Chloroform beeinfluBten 
Objekte das Vorhandensein von bedeutenden Mengen redu- 
zierender Zuckerarten. Diese Untersuchungsmethode ist aber 
natiirlich fiir die Beurteilung der relativen Zuckermenge un- 
geniigend. Um genauere Resultate zu erhalten, stellte ich 


1) K. Puriewitsch, Zur Frage iiber die Anhiufung und Auf- 
lésung der Starke in der Pflanzenzelle, Kiew 1898 (russisch). Dieselbe 
Wirkung des Athers konstatieren in einer unlaingst erschienenen Arbeit 
auch Reinhardt und Suschkow, Beitrige zur Stirkebildung in der 
Pflanze (Beitrige z. Bot. Centralbl. 18, 133, 1905. 

2) N. Morkowin, Uber den Einflu@ der anisthesierenden und 
giftigen Stoffe auf die Atmung der héheren Pflanzen, 1901 (russisch). 

3) Zaleski, Zur Frage iiber den EinfluB der Reize auf die Atmung 
der Pflanzen, 1902 (russisch), 

*) Zaleskil. c., Butkewitsch, Uber die regressive Metamorphose 
von EiweiBstoffen in den héheren Pflanzen usw. 1904 (russisch). 
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einen Versuch an, in welchem eine quantitative Bestimmung 
des Zuckers nach Soxhlets Filtriermethode ausgefiihrt wurde. 
Die vom Holze abgeléste Rinde eines ein paar Tage im 
Zimmer gehaltenen Zweiges von Sophora japonica wurde 
in Streifen von ca. 10cm Linge und lcm Breite gespalten. 
Aus der auf diese Weise gespalteten Rinde wurden drei gleiche 
Proben zu je 20g genommen. Jede Probe wurde in ein Glas 
mit ein wenig Wasser gestellt, wobei die Rindenstiicke mit 
dem unteren Ende ins Wasser tauchten, und die Glaser unter 
Glasglocken verteilt (Toluol, Chloroform und Kontrollglocken). 
Nach dreitaégigem Verweilen unter den Glasglocken bei gewéhn- 
licher Temperatur (18 bis 20°) wurde die Rinde zerkleinert, 
mit heiSem Wasser extrahiert und in dem Auszug der redu- 
zierende Zucker bestimmt. Es wurde auch der Zuckergehalt 
der anfangs zum Versuche genommenen Rinde bestimmt. Bei 
der Zuckerbestimmung wurde der wasserige Auszug zuerst von 
den Gerbstoffen durch Fallung mit essigsaurem Blei befreit, 
das iiberschiissige Blei mit Schwefelsiure entfernt und die ab- 
filtrierte Fliissigkeit zum Filtrieren mittelst der Fehlingschen 
Lésung benutzt. In den analysierten Rindenproben wurden 
folgende Zuckermengen, auf Glucose berechnet, gefunden: 


Anfangs Unter den Glocken gehalten. 
Kontrolle Toluol Chloroform 
Rinde genommen 30 g je 20g 
Zucker gefunden 0,327 g 0,209 g 0,447 g 0,334 g 
Zuckermenge in 
100 g Rinde 1.09 g 1,05 g 2,24 ¢ 1,67 g 


Aus den angefiihrten Zahlen ist zu ersehen, daB die vom 
Toluol und Chloroform hervorgerufene Auflésung der Starke 
von einer Zuckeranhaiufung begleitet wird. Dadurch fallt die 
friiher erwihnte Annahme, wonach die Einwirkung des Toluols 
und Chloroforms auf einen gesteigerten Verbrauch der Produkte 
der Stairkeumwandlung bei der Atmung zuriickgefiihrt wird. 

In Gegenwart des Toluols und Chloroforms haufte sich 
der Zucker in solchen Mengen an, welche seinen Gehalt unter 
normalen Verhiltnissen bedeutend iibertrafen. Da bei normalen 
Bedingungen die Anhaiufung des Zuckers durch eine gewisse 
Grenze beschriankt ist, weil beim Uberschreiten dieser Grenze 


der iiberschiissige Zucker in Starke verwandelt wird, so ent- 
21* 
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stand natiirlicherweise die Annahme, daB die Wirkung des 
Toluols und Chloroforms in der Unterdriickung der diese Ver- 
wandlung aufrechterhaltenden synthetischen Tatigkeit der starke- 
bildenden Plastiden bestehen miisse.*) 

Das Chloroform und Ather in der Tat einen derartigen 
hemmenden EinfluB ausiiben, darauf finden sich einige Hin- 
weise bei Puriewitsch*) und Winkler’). Nach Angaben 
dieser Autoren findet in Gegenwart von Ather und Chloroform 
keine Stirkespeicherung in den Pflanzenzellen statt, auch nicht 
in Zuckerlésungen von bedeutender Konzentration. 

Dieselbe Erscheinung in Gegenwart von Toluol und Chloro- 
form konnte auch ich in einem Versuch mit Lindenrinde fest- 
stellen.) Unter einer Glocke mit Toluol konnte keine Stiarke- 
abscheidung beobachtet werden; sie konnte auch nicht in den- 
jenigen Fallen beobachtet werden, wo die Rinde in eine 10 °/,ige 
Glucoselésung gelegt wurden. Ohne Toluol und Chloroform 
waren in der Rinde am 3. bis 4. Tage nach der Ubertragung 
ins Zimmer bedeutende Stirkemengen abgelagert, wobei die 
Glucoselésung eine ganz deutliche Wirkung erkennen lieb. 

Die angefiihrten Tatsachen sprechen fiir die friiher ge- 
auBerte Annahme, daf die Wirkung des Toluols und Chloro- 
forms, welche sich in der Lésung der Starke und in einer 
Anhiaufung von Zucker auBert, durch eine Abschwichung oder 
Sistierung der synthetischen Tatigkeit der starkebildenden Plas- 
tiden bedingt sei. 

1) Johanssen fand, da in reifenden Samen die normalerweise 
stattfindende Zuckerverminderung durch Ather aufgehalten werden kann 
und daB unter der Nachwirkung der Narkose eine erhebliche Zucker- 
ansammlung nachzuweisen ist; Croecusknollen verlieren unter der 
direkten Einwirkung des Athers Zucker und erst unter der Nachwirkung 
ist auch hier eine deutliche Zunahme zu beobachten. Cit. nach 
W. Wachter, Untersuchungen iiber den Austritt von Zucker aus den 
Zellen der Speicherorgane von Allium Cepa und Beta vulgaris. Jahrb. 
f. wiss. Bot. 41, 163, 199, 1905. 

2) K. Puriewitsch, lL. ce. 

*) H. Winkler, Untersuchungen iiber die Stirkebildung in den 
verschiedenartigen Chromatophoren. Jahrb. f. wiss. Bot. 32, 530, 1898. 

*) Zu diesem Versuche wurde Linde benutzt, weil zu dieser Zeit 
in der Rinde von Sophora und Morus die Starke schon abgelagert 
war. Bei diesen Baiumen beginnt die Friihlingsperiode der Stirkeab- 
scheidung friiher, als bei der Linde. 
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In letzterer Beziehung zeigt die Wirkung des Toluols und 
Chloroforms eine gewisse Analogie mit der Wirkung der niedrigen 
Temperaturen, unter deren EinfluB, wie eine ganze Reihe von 
Beobachtungen lehrt'), ebenfails eine Lésung der Stirke und 
eine gleichzeitige Anhaufung von Zucker stattfindet. Hier 
haben wir es auch mit der Abschwachung der synthetischen 
Tatigkeit der Plastiden zu tun, welche, wie Czapek gezeigt 
hat*), bei Temperaturen von ca. 0° héhere Zuckerkonzentra- 
tionen fiir die Entfaltung ihrer stairkebildenden Tiatigkeit ver- 
langen, als bei 16 bis 18°. 

Bei der Anstellung der folgenden Versuche hatte ich die 
Lésung der natiirlicherweise auftauchenden Frage im Auge, ob 
dieselben Erscheinungen der Stiarkeauflésung und Zucker- 
speicherung, welche einerseits durch Toluol und Chloroform, 
andererseits durch Erniedrigung der Temperatnr hervorgerufen 
werden, nicht auch durch Erhéhung der Temperatur iiber den 
Optimalpunkt der Stirkeabscheidung und Atmung_ erreicht 
werden kénnten. Als ich meine Versuche begann, waren iiber 
die Wirkung der dem Atmungsoptimum nahen Temperaturen 
auf die Abscheidung der Starke nur die Angaben von Winkler’) 
vorhanden. In seiner schon friiher erwihnten Arbeit findet 
sich der kurze Hinweis darauf, da ,,die oberhalb des Minimums 
(zur Stirkebildung) gelegenen Temperaturen sich bis ca. 20° C 
um so giinstiger erwiesen, je héher sie waren, Temperaturen 
iiber 20° aber lassen keine weitere Steigerung der in gleicher 


Zeit gebildeten Starkemenge erkennen’. ,,Die obere Grenz- 
temperatur‘’ — sagt er weiter — ,,fallt mit derjenigen fiir 


die Lebensméglichkeit iiberhaupt sehr nahe zusammen: noch 
bei 45°C vermochte ich in mehreren Fallen Starkebildung 
nachzuweisen“. *) 

1) Leclere du Sablon, Compt. rend. 135, 866, 1902 

F. Czapek, Biochem. d. Pflanzen, 1, 379 u. 387, 1905; vgl. auch 
B. Niklewski, Beitrige bot. Centr. 19, Abt. 1, 68, 1905, 

*) F. Czapek, Der Kohlenhydratstoffwechsel der Laubblatter im 
Winter, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 19, 120, 190] 

’) H. Winkler, 1. c. 529. 

‘) Vgl. auch W. Wachter, Uber das Verhaltnis der in den 
Zwiebeln von Allium Cepa vorkommenden Zuckerarten. Jahrb. f. wiss. 
Bot. 45, 232, 1907. Er fand Stirkekérner in Zwiebeln von Allium 
Cepa, die einer Temperatur von 35° C bis 44° C ausgesetzt waren. 
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Die Wirkung der hohen Temperaturen, 


Ich begann meine Versuche mit Temperaturen von 50°. 
Die vom Holz abgeléste Rinde von Sophora japonica wurde, 
wie auch friiher, in Streifen geschnitten. Aus den auf diese 
Weise erhaltenen Streifen wurden zwei Proben von gleichem 
Gewicht (zu 30g) genommen. In einer Probe wurde die 
Zuckerbestimmung sofort ausgefiihrt. Die andere wurde in 
ein Glischen mit etwas Wasser gebracht, in ein Glas mit an- 
geschliffenem Stépsel gestellt und 7 Stunden im Thermostaten 
bei einer Temperatur von 50° gehalten; dann wurde auch in 
dieser Probe der Zucker bestimmt’). 

Es wurden folgende Zuckermengen (auf Glucose berechnet) 


gefunden. 
Im Thermostaten 
Unmittelbar bei 50° 7 Stunden 


genommen gehalten 
In der zum Versuch 
genommenen Rinde (30 g) 0,327 g 0,751 g 
In 100g Rinde 1,09 ,, 2,50 ,, 


Die mikroskopische Untersuchung der im Thermostaten ge- 
haltenen Rinde erwies darin das Vorhandensein von einer 
gewissen Stairkemenge. 

In den folgenden Versuchen wurde die Rinde von Sophora 
bei denselben Bedingungen langere Zeit gehalten. 

18 Stunden bei 50° 
jin 20 g Rinde . . . 0,408 
Glucose) 100,, » . - - 2,04. 


Bei mikroskopischer Untersuchung wurde keine Starke ge- 
funden, aber sowohl in der Rinde, als auch im Wasser, worin 
die Rindenstiicke standen, waren Bakterien enthalten. Die 
Entwicklung der Bakterien und teilweise vielleicht auch die 
Atmung, welche in den Versuchsobjekten noch anhielt, hatte 
wahrscheinlich den Umstand zur Folge, da8, trotzdem die Starke 
vollstandig gelést war, weniger Zucker als friiher gefunden wurde. 
DaB die Atmung bei 50° nicht aufhérte, konnte man nach 


1) Sowohl in diesem, als auch in den folgenden Versuchen wurde 
die Zuckerbestimmung nach derselben Methode ausgefiihrt, welche schon 
friiher beschrieben worden ist. 
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den Versuchen von Clausen’), Ziegenbein’) und Stoklasa‘*) 
annehmen, welche in ihren Versuchsobjekten eine bedeutende 
Kohlensaureausscheidung noch bei dieser Temperatur fest- 
stellten. 

Um die Bakterien fernzuhalten, wurde im folgenden Ver- 
suche in das Glas, welches zur Aufnahme der Rinde diente, 
Chloroform in Uberschu8 zugesetzt. Zum Versuch wurde eine 
Portion der Sophorarinde von 20 g genommen; in einer gleichen 
Portion wurde auch der urspriingliche Zuckergehalt bestimmt. 

Rinde 19 Stunden bei 
Rinde unmittel- 50° mit Chloroform 


bar genommen gehalten 
in 20g Rinde . 0,192 ¢ 0,680 g 

Gl S H : ’ 
— a. elt 3,40, 


Bei mikroskopischer Untersuchung konnte in der im 
Thermostaten gehaltenen Rinde keine Starke gefunden werden. 

Nachdem ich mich von der raschen Verzuckerung der 
Starke bei 50° iiberzeugt hatte, ging ich zu Versuchen mit 
héheren Temperaturen iiber. Ebenso wie friiher (ohne Chloro- 
form) wurden mit der Sophorarinde zwei Versuche angestellt 
bei Temperaturen von 68° und 83°. 

Die Zuckerbestimmung in der zum Versuch genommenen 
Rinde und der im Thermostaten 20 Stunden bei den ange- 
fiihrten Temperaturen ausgehaltenen ergab folgende Resultate. 


Nach 20stiindigem Verweilen 


Unmittelbar bei 68° bei 83° 
In 20g Rinde .. 0,198 g 0,575 g 0,260 g 
100 ,, se  « Oe 258 Loo » 


Beim Versuch bei 68° wurde in der Rinde keine Spur 
von Starke gefunden. Die bei 83° gehaltene Rinde enthielt 
auch keine echte Starke, welche Blaufarbung mit Jod zeigte, 
aber ihre Zellen waren mit einer Masse gefiillt, welche durch 


1) H. Clausen, Beitrige zur Kenntnis der Atmung der Gewiichse 
und des pflanzlichen Stoffwechsels. Landw. Jahrb. 19, 893, 1890. 

2) E. Ziegenbein, Untersuchungen iiber den Stoffwechsel und die 
Atmung keimender Kartoffelknollen, sowie anderer Pflanzen. Jahrb. f. 
wiss. Bot. 28, 563, 1893. 

3) J. Stoklasa, Jelinek und Vitek, Der anaerobe Stoffwechsel 
der hdheren Pflanzen und seine Beziehung zur alkoholischen Girung. 
Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 460, 1903. 
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Jod violettrot gefarbt wurde und augenscheinlich aus mit Jod 
farbbaren Dextrinen bestand. Es ging also bei 83° ein ver- 
haltnismaBig kleiner Teil der Starke in Fehlingsche Loésung 
reduzierende Koérper iiber, die Hauptmasse der Starke verwan- 
delte sich dagegen in Dextrine. 

Die schnelle Lésung und Verzuckerung der Starke bei 
Temperaturen um 70° herum und die Abschwachung dieses 
Vorganges bei 83° lieBen auf die Teilnahme eines starkelésen- 
den Enzyms an diesem Vorgange schlieBen. Die Mdéglichkeit 
einer etwaigen Saurewirkung wurde durch die obenerwahnte 
Abschwiichung der Verzuckerung bei 83° widerlegt. Gegen 
eine solche Behauptung sprach auch ein von mir gemachter 
Versuch, in welchem die Rinde einem vorlaufigen kurzen (zirka 
5 Minuten langen) Erhitzen im Kochschen Apparat unter- 
worfen wurde. Die so behandelte Rinde zeigte nach einem 
25stiindigem Verweilen im Thermostaten bei 80° nicht die ge- 
ringste Veranderung hinsichtlich der in ihr enthaltenen Starke. 
Ihre Zellen waren sowohl vor, als auch nach dem Aufenthalt 
im Thermostaten von einer Stirkemasse erfiillt, welche mit Jod 
die charakteristische Blaufarbung zeigte. 

Nach den oben beschriebenen Versuchen blieb schon kein 
Zweifel dariiber iibrig, daB in der Rinde ein stiairkeverzuckern- 
des Enzym enthalten sei, wobei die Versuche mit hohen Tem- 
peraturen die Annahme wahrscheinlich machten, da8 dieses 
Enzym nach den Bedingungen seiner Wirkung der Malzdiastase 
nahe verwandt sein diirfte. Es gleicht der Diastase sowohl in 
bezug auf das hohe Temperaturmaximum seiner Tatigkeit, als 
auch in bezug auf die Veriinderung des Charakters der Reak- 
tion bei einer Erhédhung der Temperatur tiber 70” (vornehm- 


liche Bildung und Anhiufung von Dextrinen).") 


Das amylolytische Enzym der Rinde. 


Fiir die folgenden Versuche wurde die starkereiche Rinde 
von Sophora japonica und Robinia Pseudacacia ge- 
nommen. Die frische, vom Holze abgeléste Rinde wurde auf 
einem einfachen Reibeisen zerkleinert und aus der auf diese 


1) Vgl. E. Duclaux, Traité de Microbiologie 2, 400 u. 418, 1899. 
— C. Oppenheimer, Die Fermente, 1903, 206. 
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Weise erhaltenen Masse zwei Portionen von gleichem Gewicht 
genommen, zu 1 g jede. Beide wurden in Reagenzglaser ge- 
legt, je 10 com Wasser zugegeben und nach kurzem Erwirmen 
eines von den Glasern auf 100° beide in den Thermostaten bei 
58 bis 60° gestellt. 

In beiden Versuchen mit den Rinden von Sophora und 
Robinia war in den nicht erhitzten Proben schon nach 1 Stunde 
weder mikro- noch makrochemisch (mit Jod) eine Spur von 
Starke oder durch Jod fiairbbares Dextrin nachweisbar. In den 
vorher erhitzten Proben blieb dagegen die Stairke unverindert. 

Die rasche Lésung der Stirke in diesen Versuchen im 
Vergleich zu den vorhergehenden hiangt offenbar davon ab, dai 
dank der Zerkleinerung der Rinde die Lésungsprodukte leichter 
ins Wasser itibertreten konnten. 

Bei den Versuchen mit zerkleinerter Rinde, bei welchen 
auch die aus den beim Zerreiben verletzten Zellen herausgefal- 
lenen Starkekérner gelést wurden, konnte ich mich u. a. davon 
iiberzeugen, daf das in den Rindenzellen enthaltene Enzym 
auch ins Wasser iibertritt. 

Daraufhin machte ich den Versuch, das durch die vor- 
gehende Untersuchung nachgewiesene Enzym aus der Rinde zu 
isolieren, und benutzte dazu das gewohnliche Verfahren, welches 
zum Gewinn der Malzdiastase angewandt wird — Ausziehen 
mit Wasser und Fillen mit Alkohol. 

50 g der bei 40 bis 45° getrockneten und fein zerriebenen 
Robiniarinde wurden mit 250 ccm Wasser vermengt und etwas 
Toluol hinzugefiigt. Nach 24 Stunden wurde die Fliissigkeit 
durch Leinwand abgepreBt und durch ein Papierfilter filtriert. 
Der auf diese Weise erhaltene Auszug zeigte eine sehr ener- 
gische Wirkung auf Starkekleister. 

Eine Mischung von 20 cem eines 3°/,igen Kartoffelstarke- 
kleisters mit 10 cem des Auszugs gab nach 1 Stunde bei 60° 
nicht die geringste Farbung mit Jod. 

Nach dieser vorlaufigen Priifung wurden 100 ccm des Aus- 
zugs mit 300 cem 96°/,igem Alkohol gemischt. Nach 24 Stunden 
wurde der dabei entstandene reichliche flockige Niederschlag nach 
Dekantation der dariiber befindlichen Fliissigkeit abfiltriert, mit 
Alkohol und Ather abgewaschen und im Exsiccator tiber Schwefel- 


siure getrocknet. Auf diese Weise wurde ca. 1 g Trocken- 


. rae 
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substanz erhalten. Das erhaltene Priparat war in Wasser (bis 
auf einen gewissen Rest) léslich und gab die fiir EiweiSkérper 
charakteristischen Reaktionen, bestand also offenbar haupt- 
sachlich aus dergleichen Kérpern.') Bei der Einwirkung auf 
Starkekleister rief eine wasserige Lésung dieses Priiparats eine 
rasche Verzuckerung der Starke hervor. 

0,1 g des auf oben beschriebene Weise erhaltenen Pripa- 
rats wurden in 1 ccm Wasser gelést und zu dieser Lésung 
10 com 3°), iger Starkekleister hinzugefiigt. Nach */,stiindigem 
Verweilen im Thermostaten bei 60° gab diese Mischung gar 
keine Reaktion mit Jod und reduzierte stark die Fehlingsche 
Lésung. 

Ein ebenso energisch wirkendes Praparat eines diasta- 
tischen Enzyms gelang es mir auch aus der Rinde der gelben 
Akazie (Caraganaarborescens) zu erhalten. Zur Untersuchung 
wurde, wie auch friiher, die Rinde von jungen (3 bis 4jahrigen) 
Zweigen im April, wahrend der Friihlingsperiode der Stirke- 
auflésung, genommen. Bei der Priifung der Wirkungsweise des 
aus dieser Rinde erhaltenen Enzyms auf Stiarkekleister konnte 
ebenfalls eine reichliche Entstehung von Produkten, welche die 
Fehlingsche Lésung reduzierten, nachgewiesen werden. 

Weiter wurden Versuche behufs Lésung der Frage iiber 
die Natur der Endrodukte angestellt, welche durch das Rinden- 
enzym bei der Verzuckerung der Starke erzeugt werden. 

Es muBte entschieden werden, ob die Verzuckerung der 
Starke nur bis zur Maltose vor sich geht, oder ob die dabei 
gebildete Maltose weiter bis zur Bildung von Glucose gespaltet 
wird. Die Untersuchung dieser Frage begann ich damit, dab 
ich die Fahigkeit des aus der Robiniarinde isolierten Praparats, 
Maltose zu invertieren, priifte. 

In zwei Kélbchen wurden je 0,1 g des Enzympraparats 
und je 10 ccm Wasser gebracht, dann eines von den Kolbchen 
kurze Zeit in einem kochenden Dampfbade erhitzt und in beide 
je 10 ccm einer 5°/,igen Maltoselésung und etwas Toluol hinzu- 
gefiigt. Nachdem beide Kélbchen 42 Stunden im Thermo- 


1) Der reiche Gehalt des Rindenauszugs an EiweiBstoffen war leicht 
beim Erwirmen ‘desselben nachzuweisen. Dabei fielen die Eiweiistoffe 
als voluminéser flockiger Niederschlag aus, welcher die ganze Fliissigkeit 
ausfiillte. 
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staten bei 40 bis 42° gehalten waren, wurden beide Fliissig- 
keiten auf ein Volum von je 50 cem gebracht und zum Titrieren 
der Fehlingschen Lésung verwandt. Beim Titrieren konnte 
kein nennenswerter Unterschied bemerkt werden; in beiden 
Fallen wurden auf 10 ccm Fehlingsche Lésung 9*/, bis 10 ccm 
der Versuchsfliissigkeit verbraucht. 

In Betracht dessen, daB das negative Resultat des eben 
beschriebenen Versuchs nicht durch die Abwesenheit eines 
Maltose invertierenden Enzyms, sondern durch seinen Ubergang 
in einen unwirksamen Zustand unter Einwirkung des Alkohols 
bedingt sein kénnte, stellte ich noch zwei Versuche mit einem 
wasserigen Auszug aus der Rinde und auch mit der Rinde 
selbst an. 

Fiir diese Versuche wurde die Rinde von einem Zweig der 
Robinia Pseudacacia benutzt, welcher im Zimmer bis zum 
vollen Verschwinden der Starke in seiner Rinde gehalten wurde. 

20 g der getrockneten und zerriebenen Rinde wurden mit 
50 ccm Wasser vermischt und etwas Toluol hinzugefiigt. Nach 
einigen Stunden wurde die Fliissigkeit abgepreBt und abfiltriert. 
Zum Versuch wurden zwei Portionen des Auszugs zu je 10 ccm 
genommen, eine von ihnen gekocht und zu beiden je 10 ccm 
einer 5°/, igen Maltoselésung und Toluol hinzugefiigt. 

In einem anderen Versuch wurde die frische Rinde von 
einem Zweig desselben Baumes in Stiicke geschnitten und dann 
zwei Portionen zu je 5g davon genommen; dazu wurden je 
10 ccm Wasser hinzugegeben und nach kurzem Erhitzen einer 
von den Proben zu beiden nach 10 cem einer 5°/, igen Maltose- 
lésung und Toluol zugegossen. 

Alle Kohlen sowohl mit dem Auszug, als auch mit der 
Rinde wurden in den Thermostaten bei 40 bis 42° gestellt und 
40 Stunden lang darin gehalten. Dann wurde die Fliissigkeit 
in allen Kolben bis auf 50 ccm gebracht und zum Titrieren der 
Fehlingschen Lésung benutzt. 

Das Titrieren ergab folgende Resultate: 


Versuche mit dem Auszug. 


gekocht nicht gekocht 
Fehlingsche Lésung 10 ccm 10 ccm 
Versuchsfliissigkeit 9'/,—10 ccm 7*/,—8 ccm 


Ca. 60°/, der Maltoso invertiert. 
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Versuch mit der Rinde. 


gekocht nicht gekocht 
Fehlingsche Loésung 10 cem 10 ccm 
Versuchsfliissigkeit 9?/,—10 cem 6—6'/, cem 


Ca. 80°/, der Maltose invertiert. 

Die angefiihrten Ergebnisse sprechen also fiir das Vor- 
handensein eines Maltose invertierenden Enzyms in der Rinde. 

Die Abwesenheit eines solchen Enzyms im Priparat, wel- 
ches mit Hilfe von Alkohol gewonnen war, erklart sich wahr- 
scheinlich dadurch, daB unter dem EinfluB des letzteren das 
Enzym in einen unwirksamen Zustand iibergeht. In dieser 
Beziehung gleicht das maltosespaltende Enzym der Rinde der 
Hefe- und Malzmaltase, welche unter dem Einflu8B von Alkohol 
ebenfalls leicht seine Aktivitaét einbiiBt.’) 

Durch die von mir aufgefundene Tatsache der Anwesen- 
heit eines maltosespaltenden Enzyms in der Rinde findet auch 
die bis jetzt wenig gestiitzte Ansicht ihre Bestaitigung, daB das 
Endprodukt der Starkespaltung in Rinde und Holz die Glucose 
ist, in welcher Form auch hauptsiachlich der Transport der 


aufgespeicherten Kohlenhydrate vor sich geht. 


Eine neue Methode zum Nachweis eines amylolytischen 
Enzyms in den pflanzlichen Geweben. 

Die oben beschriebenen Versuche mit der Rinde bei hohen 
Temperaturen fiihrten uns zu dem Schlu8 von der Anwesenheit 
eines stirkelésenden Enzyms, einem Schlusse, welcher durch die 
folgenden Untersuchungen auch bestitigt wurde. In solchen 
Versuchen, welche im Nachweis einer Lésung der in den Zellen 
gespeicherten Starke bestehen, bei einer Temperatur von ca. 
70° haben wir iiberhaupt ein sehr einfaches und bequemes 
Mittel zur Entscheidung der Frage iiber die Anwesenheit eines 
diastatischen Enzyms in den stirkefiihrenden pflanzlichen Ge- 
weben. Wir haben die Méglichkeit, diese einfache Methode 
zum Nachweis eines stiirkelésenden Enzyms anzuwenden, dank 
der hohen Maximaltemperatur seiner Wirksamkeit, welche die 


1) Uber Maltsae oder Glucase der Hefe s. F. Rihmann, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 27, 1894 und E. Fischer, ibid. 3479; iiber 
Malzmaltase, Brasse, ibid. 18, 197, 1885 und An. Pugliese, Arch. 
f. Physiol. 69, 115, 1897. 
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Grenzen, die eine Tatigkeit des lebenden Protoplasten noch zu- 
lassen kénnten, bei weitem iiberschreitet. 

Die hier vorgeschlagene Methode hat gegeniiber der von 
Brown und Morris’) zum selben Zwecke angewandten den Vor- 
zug nicht nur gréBerer Einfachheit, sondern auch gréBerer 
Empfindlichkeit. Davon habe ich mich durch vergleichende 
Versuche mit der Rinde einiger Baume iiberzeugt. Neben dem 
oben beschriebenen Versuche bei hoher Temperatur wurde 
auch eine Reihe von Versuchen unternommen, welche ihrer 
Anstellung nach denjenigen von Brown und Morris ihnlich 
waren, mit jenem Unterschiede, da8 statt der von diesen Autoren 
benutzten léslichen Starke Stairkekleister angewandt wurde. 

Die bei 40° getrocknete und zerriebene Rinde wurde mit 
einer kleinen Menge Wasser vermischt, diese Mischung in einen 
Kolben mit einem 5°/,igen Stirkekleister gebracht und nach 
Zugabe von Toluol der mit einem Stopfen verschlossene Kolben 
in ein Dampfbad gestellt, in welchem die Temperatur auf ca. 
60° eingestellt war. 

Alle auf diese Weise mit der Rinde von Papilionaceen 
(Sophora japonica, Robinia pseudacacia, Caragana arborescens) 
angestellten Versuche gaben iibereinstimmend mit den Beobach- 
tungen iiber die Lésung der darin enthaltenen Starke positive 
Resultate. 3 bis 5g Rinde riefen beim Vermischen mit 100 ccm 
eines 5°/, igen Stirkekleisters eine rasche Verfliissigung und Ver- 
zuckerung des letzteren hervor. Wenn die Rinde in den vorher 
auf 60° erwirmten Kleister eingetragen wurde, so verwandelte sich 
der dicke, opaleszierende Kleister schon nach 10 bis 15 Minuten 
in eine leicht bewegliche durchsichtige Fliissigkeit. Nach einer 
Stunde war die Reaktion auf Starke verschwunden; mit Jod 
erhielt man eine violette oder rotviolette Fiarbung, welche all- 
miahlich in eine rein rote iiberging; nach 4 bis 5 Stunden ver- 
schwand gewohnlich auch diese Dextrinreaktion und die Fliissig- 
keit iibte eine stark reduzierende Wirkung auf die Fehlingsche 
Loésung aus. 

Ganz andere Resultate erhielt ich zur selben Zeit mit der 
auf dieselbe Weise behandelten Rinde von Populus nigra. Bei 


einer ihnlichen Versuchsanstellung behielt der Kleister, wenn 


1) Brown and Morris, Contribution of the chemistry and phy- 
siology of foliage leaves. Journ. of the Chem. Soc. 63, 604, 1893. 
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er auch etwas verdiinnt erschien, noch nach 12 Stunden die 
Starkereaktion. Wenn ich Rindenstiicke vom selben Baume 
(vom Holz abgelést) in einem Thermostaten bei 70° brachte, so 
wurde nach 3 bis 4 Stunden die in ihren Zellen enthaltene 
Starke vollkommen gelést, was auf die Anwesenheit eines amylo- 
lytischen Enzyms deutete. 

Die Anwesenheit dieses Enzyms konnte auch bei der Priifung 
der Einwirkung der Populus nigra-Rinde auf Starkekleister 
erwiesen werden, wenn die Rinde dabei nicht in getrocknetem, 
sondern in frischem Zustande benutzt wurde. In 10 ccm eines 
3°/,igen Stirkekleisters mit 5 g frisch zerriebener Rinde war 
schon nach 2 Stunden bei ca. 60° keine Starkereaktion mehr 
nachzuweisen. Jod ergab nur eine Rotfirbung. Bei weiterem 
Aufenthalt im Thermostaten verschwand diese Reaktion noch 
lange nicht, und konnte noch nach 24 Stunden nachgewiesen 
werden. 

Die angefiihrten Tatsachen beweisen, daB in der Rinde 
von Populus nigra ein starkelésendes Enzym vorhanden ist, 
welches seine Tatigkeit nur in frischer Rinde ausiibt. Das 
negative Resultat mit der getrockneten Rinde ist wahrschein- 
lich dadurch bedingt, da8 das Enzym beim Trocknen seine 
Aktivitét unter dem Einflu8 der Gerbstoffe verliert, welche in 
der Rinde der Populusarten reichlich enthalten ist. 

Die von mir vorgeschlagene Methode fiir den Nachweis 
eines amylolytischen Enzyms in pflanzlichen Objekten durch 
Feststellen einer Lésung der darin gespeicherten Starke bei 
einer Temperatur von 60 bis 70° wurde von mir auBer der 
Rinde auch noch auf einige andere Objekte ausgedehnt, nam- 
lich auf Holz und Blatter. 


Versuche mit dem Holze von Sophora japonica. 


I. Ein frischer 3—4jaihriger Zweig von Sophora japonica, 
welcher Anfang Mai abgeschnitten war, wurde von der Rinde 
befreit, in Stitcke von 3cm Lange geschnitten und jedes Stiick 
in vier Langsstreifen gespaltet. Die auf diese Weise enthaltenen 
Teilstiicke wurden in zwei Portionen zu 15 g jede geteilt. Jede 
Portion wurde in ein Glas gelegt, die eine von beiden im 
Kochschen Sterilisierungsapparat kurz erhitzt und zu beiden 
je 100 ccm Chloroformwasser zugegossen. Die Glaser wurden 
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fest verschlossen und in einem Thermostaten bei 68° auf 15 Stun- 
den gestellt. Nach Beendigung des Versuchs wurde auch die 
andere Portion im Sterilisierapparat erhitzt. 

Die Jodprobe ergab in dem Holze der I. Portion iiberall 
reichliche Starkemengen, in dem Holze der II. Portion dagegen 
war die Starke nur hin und wieder, stellenweise erhalten. 

Die Bestimmung des Fehlingsche Lésung reduzierenden 
Zuckers in der abfiltrierten Fliissigkeit ergab folgende Resultate: 


I (erhitzt) II (nicht erhitzt) 


a Auf die beim Versuch 
Zucker ‘ 
(Glucose) angewandte Menge 0,13 g 0,44 g 
| Auf 100 g frisches Holz  0,90,, 5,00 ,, 


Ein Teil des Zuckers war noch im Holz enthalten, welches 
einem weiteren Auslaugen nicht unterworfen wurde. 

Il. Zu diesem Versuche wurde ein 8- bis 10jahriger Zweig 
von Sophora japonica benutzt, welcher Anfang April ab- 
geschnitten worden war und ungefihr einen Monat im Zimmer 
in entrindetem Zustande gelegen hatte. Die mikroskopische 
Untersuchung erwies das Vorhandensein groBer Starkemengen, 
besonders im peripherischen Teil. Zum Versuch wurden aus 
diesem Teil mit einem Messer abgespaltete Spine benutzt. 
Von diesen Spinen wurden 2 Portionen zu 15 g benutzt, jede 
wurde in ein Glas gelegt, dann eine von beiden im Sterilisier- 
apparat auf 100° erwarmt und zu beiden je 150 cem Chloroform- 
wasser zugesetzt. Die Glaser wurden dann zugemacht und in 
einen Thermostaten bei einer Temperatur von 60° gestellt. 

Nach 24 Stunden wurde die Fliissigkeit abgegossen und 
abfiltriert. Die Zuckerbestimmung ergab darin folgende Re- 


sultate: 
I (erhitzt) II (nicht erhitzt) 


In der zum Versuch be- 





Zucker } nutzten Holzmenge 0,23 g 141g 
(Glucose) | Auf 100g lufttrockenen 
Holzes 1,53 ,, 9,40 ,, 


Die Jodreaktion zeigte noch das Vorhandensein groBerer 
Stiirkemengen auch im Holze der II. Portion nach. Deshalb 
fiigte ich von neuem 100 ccm Chloroformwasser hinzu und 
stellte sie noch fiir weitere 24 Stunden in den Thermostaten. 


fae ell: 
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In der abgegossenen Fliissigkeit wurden nur 0,11 g Zucker ge- 
funden, was auf 100 g Holz 0,75 g ausmacht. Es wurde also 
keine weitere nennenswerte Lésung der Starke nachgewiesen. 
Das im Holz enthaltene stiarkelésende Enzym, welches seine 
Tatigkeit wahrend der ersten 24 Stunden offenbarte, ist augen- 
scheinlich unter dem Einflu8 irgendwelcher Faktoren in einen 
unaktiven Zustand tibergegangen. Wie aus den angefiihrten 
Zahlen zu ersehen ist, war der Zuckergehalt im nicht erhitzten 
Holz ungeachtet der unvollstindigen Loésung der Stirke ein 
ziemlich hoher und erreichte mehr als 10°/, des Trockengewichts 
des Holzes. 


Versuche mit Blattern von Ribes aureum. 


Blatter von Ribes aureum, welche Mitte Mai ungefihr um 
11 Uhr morgens genommen waren, wurden lings dem Mittel- 
nerven in zwei Halften geschnitten und aus den korrespondie- 
renden Halften zwei Portionen zusammengestellt. Diese Por- 
tionen wurden gewogen und in 2 Glaser gelegt, von denen das 
eine (I) auf 100° kurz erhitzt wurde. Zu beiden wurde dann 
je 150cem Chloroformwasser zugesetzt, die Glaser mit an- 
geschliffenem Stépsel verschlossen und in einen Thermostaten 
bei 58 bis 59°C gestellt. 

In denselben Thermostaten wurde auch eine Portion von 
ganzen Blittern (III) in einem ebensolchen Glase mit an- 
geschliffenem Stépsel gestellt; dieses Glas enthielt nur etwas 
Wasser ohne Chloroform, um die Luft iiber den Blaittern feucht 
zu erhalten. Nach 20stiindigem Verweilen im Thermostaten 
werden die Glasstépsel in den Glisern durch Watte ersetzt und 
nachdem zur III. Portion 100cem Wasser zugesetzt waren, alle 
Glaser 10 bis 20 Minuten im Kochschen Sterilisierapparat erhitzt. 
Dann wurden die Fliissigkeiten abfiltriert und der Zucker darin 


bestimmt. 


I II Ill 
Gewicht der Blatter . . 158g 163g 10,8 g 
Zuckergehaltder Fliissigkeit 0,245g 0,625¢ O,4l1lg 
Zucker in 100g Blatter . 1,55 ,, 3,83 ,, aS .. 


Versuche mit Blittern von Populus nigra. 


Die Mitte Mai um 4 Uhr nachmittags gesammelten Blatter 
wurden lings dem ;Hauptnerven zur Hialfte geschnitten und 
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mit den entsprechenden Hialften zwei Versuchsreihen mit zwei 
Versuchen in jeder Reihe angestellt, welche wir mit den Buch- 
staben a, b und a, / bezeichnen wollen. Alle Blatterproben 
wurden, wie auch in den Versuchen mit Ribes-Blittern, in 
Glaser gelegt. Die Temperatur im Thermostaten betrug 56 
bis 58°C. 

a) 19,5g Blatter, im Sterilisierapparat auf 100°C erhitzt, 

150cem Chloroformwasser, im Thermostaten 16 Stunden: 

b) 19,2 g Blatter —- 150cem Chloroformwasser, im Thermo- 
staten 16 Stunden; 

a) 20,7 g Blatter —-150ccm Wasser, im Sterilisierapparat 
erhitzt (Zucker bestimmt); 

/) 20,7 g Blatter, im Thermostaten 16 Stunden (ohne Wasser 
und ohne Chloroform). 

Um die Extraktion bei der Zuckerbestimmung zu er- 
leichtern, wurden die Blatter in einem Morser mit etwas Quarz- 
sand zerrieben. Die erhaltene Masse wurde in Kolben iber- 
tragen, in welche auch das Wasser, in dem die Blatter im 
Thermostaten gelegen hatten, hineingegossen wurde. Dann wurde 
die Fliissigkeit auf ein bestimmtes Volumen gebracht, die Kolben 
nach kurzem Erhitzen im Sterilisierapparat 24 Stunden stehen 
gelassen, die Fliissigkeit abfiltriert und der Zucker darin be- 
stimmt. 

a) b) a) fp) 

Zucker gefunden O.183g¢ O0498¢ 0,204¢ 0,471 ¢g 

Auf 100g Blatter 0,94 ,, 2,60 , 099 ,, 2,28 ,, 

In den Blattern, welche keinem vorlaufigen Erhitzen unter- 
worfen waren, konnte nach ihrem Aufenthalte im Thermostaten 
keine Starke (weder makro- noch mikrochemisch) nachgewiesen 
werden. 

In den frisch gesammelten und auch in denjenigen Blattern, 
welche vor dem Aufenthalt im Thermostaten einem Erwirmen 
im Sterilisator unterworfen waren, konnte die Stirke leicht 
durch die Sachssche Jodprobe nachgewiesen werden; sie war 
auch im wasserigen Auszug aus denselben nachweisbar. 

In den Versuchen mit Blattern, ebenso wie in den friiher 
beschriebenen Versuchen mit der Rinde, war die Lésung der 
Starke eine so vollstandige, da diese Methode eines einfachen 
Aushaltens der betreffenden Objekte bei 60 bis 70°C offenbar 
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eine bequeme quantitative Bestimmung der Starke in denselben 
ermoglichen diirfte. Hier kann die Lésung der Stirke und 
ihre Verwandlung in Zucker durch das schon im pflanzlichen 
Gewebe selbst enthaltene Enzym hervorgerufen werden. 

Ob dabei eine vollstaéndige Verzuckerung der Stirke bis 
zur Glucose erreicht wird, das ist eine Frage, deren Lésung 
ich bei meinen Versuchen nicht im Auge hatte. Ubrigens 
konnte die Verzuckerung, wenn sie im oben angefiihrten Sinne 
eine unvollstandige ware (was sehr wahrscheinlich ist), durch 
Behandlung der aus der Stirke entstandenen léslichen Produkte 
mit Saure unschwer zu Ende gefiihrt werden. 


Die Intensitét der diastatischen Einwirkung der Rinde 
auf Starkekleister. 


Oben wurde schon erwahnt, daB die zerkleinerte Rinde 
sowohl in frischem, als auch in trockenem Zustande eine ener- 
gische, auflésende und verzuckernde Wirkung auf Stirkekleister 
ausiibt. 

In den unten angefiihrten Versuchen sollte die relative 
Intensitat der diastatischen Einwirkung der Rinde im Vergleich 
zu dem gewodhnlich in der Technik angewandten Malz fest- 
gestellt werden. 

Fiir diese Versuche wurde Rinde gebraucht, welche jungen, 
3 bis 5jahrigen Zweigen wihrend der Frihlingsperiode der 
Stairkeauflésung entnommen war. Sowohl Malz, als auch Rinde 
wurden in getrocknetem und zerriebenen Zustande benutzt. 

Alle Versuche wurden als Parallelversuche in gleichen Be- 
dingungen ausgefiihrt. Fiir jeden wurde aus 5g Kartoffelstarke 
und 70g Wasser zubereiteter Stirkekleister benutzt. Zu jeder 
Portion dieses Kleisters, dessen Temperatur auf dem Wasser- 
bade auf 60°C gehalten wurde, wurde eine bestimmte Menge 
Malz oder Rinde (nach vorliufigem Anfeuchten mit Wasser) zu- 
gefiigt; die Menge des mit dem Malz und der Rinde eingefiihrten 
Wassers war so bemessen, dai seine Gesamtmenge mit der im 
Kleister enthaltenen 100ccm ausmachte. 


Es wurde genommen: 
eee SSA Ne a ie ee OS 
Rinde von Robinia Pseudacacia 
Rinde von Populus nigra. 


ao or th 


- 
4 bei 60°C. 
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Jede halbe Stunde wurden kleine Proben der Fliissigkeit 
genommen und die Jodreaktion ausgefiilirt. 


Jodreaktion: 
‘ {| nach '/, Stunde rote Farbung, 
a es . ; 
| £ 1 a keine 
nach 3/, Stunde blauviolette Fiarbung, 
le = 
Mit Rinde von Robinia me ] os violette a 
Pseudacacia . . . - 2 re rote JZ 


os & ~ keine - 


Mit Rinde von Populus { nach 10 Stunden wird noch eine blaue 
en . og «oe Farbung erhalten. 


Beim Versuche mit Robinia-Rinde, ebenso wie beim Ver- 
suche mit Malz, trat iuBerst rasch eine Verfliissigung des Starke- 
kleisters ein. Schon nach 10 Minuten verwandelte sich der 
dicke, opaleszierende Kleister in eine vollkommen klare, leicht 
bewegliche Fliissigkeit. Nach 4 Stunden zeigte die Fliissigkeit 
(beim Versuche mit Robiniarinde) eine starke reduzierende 
Wirkung auf Fehlingsche Lésung. 

Ein spater angestellter Versuch mit der Rinde von Caragana 
arborescens (welche zur selben Periode genommen wurde), 
zeigte, da ihre amylolytischen Eigenschaften diejenigen der 
Xobiniarinde noch iibertreffen. Bei denselben Bedingungen, 
wie in den oben beschriebenen Versuchen mit letzterer, ver- 
schwand die Jodreaktion auf Starke und Dextrin schon nach 
2 Stunden. In einem anderen Versuch, in welchem statt 5 nur 
3g Rinde genommen worden war, wurde das Verschwinden 
der Jodreaktion auf Stirke und Dextrin nach 4 Stunden 
beobachtet. 

Eine sehr starke Wirkung auf Stirkekleister zeigte auch 
der wisserige Auszug aus Caraganarinde. Zu 100ccm eines 
2°/,igen Starkekleisters wurden 20ccm eines wisserigen Aus- 
zugs aus 3g Rinde hinzugefiigt und die Mischung bei 60°C 
gehalten. Schon nach 5 Minuten war der Stirkekleister ver- 
fliissigt, nach '/, Stunde verschwand die Reaktion auf Stiirke, 
und nach 1'/, bis 2 Stunden auch diejenige auf Dextrin. 

Zu allen oben beschriebenen Versuchen iibte die Fliissig- 
keit, nachdem die Dextrinreaktion verschwunden war, eine stark 
reduzierende Wirkung auf die Fehlingsche Loésung aus. 


ooO* 
+ 
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Aus den angefiihrten Versuchen ist zu ersehen, da8 die 
Rinde der Robinia und besonders der Caragana arborescens 
in der Intensitaét ihrer amylolytischen Wirkungsweise auf Starke- 
kleister dem Malz nicht besonders nachstehen, und man kann 
annehmen, daS sie notigenfalls mit Erfolg zur Verzuckerung 
der Starke in einigen technischen Verfahren, in denen dieser 
Proze8 stattfindet, benutzt werden kénnten. 


Zur Frage iiber die Teilnahme der ,lebenden* Plastide an 
der Umwandlung der Starke. 


Was die Rolle der ,,lebenden‘‘ Plastiden bei der Um- 
wandlung der Starke betrifft, so schreibt man dem Stroma der 
Plastiden gewéhnlich eine aktive Beteiligung sowohl der Ab- 
scheidung, als auch bei der Auflésung der Starke zu, wenigstens 
in den ersten Stadien.’) Die oben angefiihrten Beobachtungen 
iiber die Auflésung der Starke in den Zellen bei einer Tempe- 
ratur iiber 60° deuten auf die Méglichkeit einer solchen Auf- 
lésung auch in den Anfangsstadien ohne aktive Beteiligung des 
,lebenden‘‘ Plastiden. Aber wenn die Plastiden in diesem 
Prozesse auch nicht als aktive Lésungsfaktoren mitwirken, so 
ist dennoch kein Grund dazu vorhanden, ihnen nicht nur bei 
der Abscheidung, sondern auch bei der Lésung der Starke eine 
wesentliche Rolle abzusprechen. 

Die wichtige Rolle der Plastiden bei der Starkebildung 
kann natiirlich keinem Zweifel unterliegen; sie ergibt sich deut- 
lich schon aus den morphologischen Tatsachen, welche das 
Verhaltnis der Starkekérner zu den Plastiden bestimmen.*) Es 
entsteht die Frage, worin diese Rolle bestehen mag. 

Friiher wurde diese Frage in dem Sinne entschieden, daB8 
die EiweiBstoffe der Plastiden, indem sie eine Umwandlung 
erfahren, das Material fiir die Starkebildung liefern. Nachdem 
fiir einige hydrolysierende Fermente die Fihigkeit, eine um- 
gekehrte, zur Synthese des urspriinglich von demselben Fer- 
mente gespalteten Koérpers fiihrende Reaktion (wie man anfangs 


1) S. Brown and Morris, Contribution to the chemistry and physio- 
logy of foliage leaves: Journ. of the Chem. Soc. 638, 604, 1893. 
2) Art. Meyer, Unters. iiber die Starkekérner, 1895. 
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nach dem Erscheinen der Arbeit von Hill dachte") einzuleiten, 
nachgewiesen worden war, entstand natiirlicherweise die An- 
nahme von der Beteiligung der stiirkelésenden Amylase an der 
Synthese der Starke. 

Gegenwiartig ist fiir viele Fille die Anwesenheit von 
Amylase in starkespeichernden Zellen festgestellt.*) 

In einer und derselben Zelle wechseln die Vorginge der 
Abscheidung und Auflésung der Starke periodisch ab, je nach- 
dem, wie die Bedingungen der Zufuhr des stirkeliefernden 
Materials sich gestalten. *) 

Dieselbe Erscheinung zeigten auch die Rindenzellen. In 
der Rinde, welche im Friihjahr in der Periode energischer 
Stirkelésung waihrend der Knospenentfaltung untersucht wurde 
und, wie die Versuche mit Starkekleister zeigen, reich an Amy- 
lase war, konnte von neuem eine reichliche Starkeablagerung 
beim Ubertragen in eine Zuckerlésung hervorgerufen werden. 

Zu diesen Versuchen wurde die Rinde von Scphora und Robinia 
genommen, welche Mitte Mai von 5- bis 7jahrigen Zweigen zur Zeit 
ihrer Laubentfaltung abgelést worden war. Zu dieser Zeit war die Rinde 
beinahe ganz frei von Stirke. Rindenstreifen von 4 bis 5 cm Linge 
wurden in eine Glucose- und Saccharoselésung von verschiedenen Kon- 
zentrationen (nimlich von 20, 10, 5 und 21/,°/9) so gelegt, daB sie bis 
zur Halfte ihrer Linge in die Fliissigkeit eintauchten. Einige Rinden- 
streifen wurden auf dieselbe Weise in Wasser gelegt. Der Versuch 
wurde bei gewodhnlicher Temperatur (20°) ausgefiihrt. Nach 2 Tagen 
wurden alle Rindenstreifen auf ihren Stirkegehalt untersucht. Dabei 


1) ©. Hill, Reversible zymohydrolysis. Journ. of the chem. Soc. 78, 
634, 1898. 

2) E. Eisenberg (Beitriige zur Kenntnis der Entstehungsbe- 
dingungen diastatischer Enzyme in hoheren Pflanzen, Flora 97, 347, 
1907) kommt auf Grund ihrer Untersuchungen iiber den Diastasegehalt 
in Blattern (in Ubereinstimmung mit friiheren Angaben von Brown 
und Morris [l. c.]) zu dem SchluB, daB ,,im allgemeinen Blatter, die bei 
der Assimilation leicht Starke speichern, viel Diastase enthalten, wihrend 
Zuckerblitter arm an dem Enzym sind‘. Dieselbe Verf. hat auch gezeigt, 
da beleuchtete Blatter wihrend der Periode energischer Starkespeicherung 
reicher an Diastase, als entstarkte beschattete Blatter derselben Pflanze 
sind. Die gegenteiligen Angaben Brown und Morris iiber ein relatives 
Sinken des Diastasegehaltes beim Tageslichte konnten in keinem Falle 
bestatigt werden. 

3) Vel. B. Jost, Vorlesungen iiber Pflanzenphysiologie, 1908, 
127, 192. 
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wurden die aus der Fliissigkeit genommenen Streifen der Linge nach 
durch Radialschnitte gespaltet, dann fiir einige Zeit in kochendes Wasser, 
nachher in eine schwache Jodkaliumlésung gelegt. 

Die Stellen, an welchen eine Stirkespeicherung stattgefunden hatte. 
waren durch eine auf der frischen Schnittfliche deutlich hervortretenden 
Blaufarbung kenntlich. Daneben wurde die Rinde auch mikroskopisch 
untersucht. In der auf 10 bis 20 °/,-Glucose- und Saccharoselésungen ge- 
haltenen Rinde konnte eine reichliche Starkeabscheidung!) konstatiert 
werden; etwas schwicher war dieselbe auf 5°/9-Lésungen und ziemlich 
schwach, besonders bei Robinia (die Starke befand sich nur in der 
innersten, dem Holze zugekehrten Teile der Rinde), auf 2'/,°/,; die auf 
Wasser gehaltene Rinde enthielt tiberhaupt keine Starke. 

Es konnte also durch eine Erhéhung der Zuckenkonzen- 
tration eine sofortige Starkeablagerung in den Zellen hervor- 
gerufen werden, in welchen vor dem Versuche eine energische 
Auflésung derselben beobachtet wurde. Aus den angefiihrten 
Tatsachen ist zu ersehen, daB die im Friihling stattfindende 
Auflésung und Entfernung der Starke aus der Baumrinde durch 
eine Abnahme des Zuckergehalts bedingt ist, welche durch den 
Zuckerverbrauch von seiten des sich entfaltenden Laubes hervor- 
gebracht wird. 

Die Vorginge der Bildung und Lésung der Starke weisen 
Verhialtnisse auf, welche fiir ein stationires Gleichgewicht 
reversibler Reaktionen charakteristisch sind. Indessen bleibt 
die Frage, ob die Erscheinungen der Starkelésung und -speiche- 
rung in der Pflanze in der Tat nur Phasen ein und derselben 
umkehrbaren Reaktion seien, vorderhand noch offen. Es sei 
hier nur darauf hingewiesen, da8 durch eine Erhéhung der 
Glucosekonzentration die Lésung der Starke in den Zellen 
auch dann aufgehalten wird, wenn die Méglichkeit einer 
Speicherung durch die Einwirkung von Chloroform  aus- 
geschlossen ist. 

Folgender Versuch wurde von mir ausgefiihrt. 

tinde von Sophora japonica, welche Mitte Mirz entnommen war 
und viel Starke enthielt. wurde in Stiicke geschnitten und davon 
4 Portionen entnommen: 2 zu 15 g (A und B) und 2 zu 5 g (C und D). 
Zu den Portionen A, B und C wurden je 50 g Chloroformwasser zu- 
gesetzt; zu A und C unmittelbar, zu B nach vorliufigem kurzen Er- 
wirmen auf 100° im Sterilisator. Zu D wurde statt Chloroformwasser 
50 ccm einer mit Chloroform gesittigten 10°/,igen Glucoselésung hinzu- 


1) Besonders in dem Mittelteile des Streifens, welcher sich iiber 
der Fliissigkeitsoberfliche befand. 
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gefiigt. Dann wurden alle Portionen in den Thermostaten bei 40° 
gestellt. 

Nach 2 Tagen wurde die Rinde simtlicher Proben auf ihren 
Starkegehalt mikroskopisch untersucht und die Fl‘i:sigkeit der Portionen 
A, B und C mit Fehlingscher Lésung auf ihren Zuckergehalt gepriift. 

A. In der Rinde fehlt Starke beinahe vollstiindig; nur stellen- 
weise in geringen Mengen vorhanden. Die Fliissigkeit reduziert stark 
die Fehlingsche Lésung. 10 ccm der letzteren werden durch 2 cem 
der Fliissigkeit vollkommen reduziert. 

B. Viel Starke, wie auch friiher. Die Fliissigkeit reduziert die 
Fehlingsche Lésung schwach. 10 cem Fehlingscher Lésung geben 
mit 2 ecm Fliissigkeit einen unbedeutenden Niederschlag von Cu,O, die 
Lésung bleibt intensiv blau. 

C. Keine Stiirke vorhanden, starke (vollstindige) Reduktion der 
Fehlingschen Lésung. 

D. Viel Starke; beinahe ebensoviel wie friiher. 

Nach weiteren 2 Tagen im Thermostaten bei derselben Temperatur. 

A. Keine Starke (mit Ausnahme einiger peripherischer Zellen). 

D. Viel Starke; im Vergleich zur vorhergehenden Untersuchung 
nur wenig vermindert. 

Der Einflu8 der Glucose, welcher sich in einer starken 
Verminderung der Stairkeabnahme in der Rinde duBerte, kann 
im vorliegenden Falle nicht durch eine die Lésung der Starke 
kompensierende Speicherung derselben erklirt werden, da die 
Gegenwart des Chloroforms, wie aus den vorhergehenden Ver- 
suchen ersichtlich ist, die Méglichkeit einer Speicherung aus- 
schlieBt. Die Glucose verhindert augenscheinlich direkt den 
Lésungsvorgang. 

Die Annahme einer Mitwirkung der Amylase bei der Synthese 
der Starke aus Zucker ist auf den ersten Blick schlecht vereinbar 
mit der Tatsache, da8 die Abscheidung der Stiirke auf Kosten 
des Zuckers in Gegenwart von Toluol und Chloroform nicht 
vor sich geht, obgleich in den Zellen aktive Amylase vorhanden 
ist. Das kann aber auf eine Stérung in der Funktion der 
Plastiden zuriickgefiihrt werden, welche zweifellos einen ge- 
wissen Einflu8 auf diesen Vorgang ausiiben. Diese Verande- 
rungen in der Funktionsweise der Plastiden erkliren uns walir- 
scheinlich auch die Erscheinungen der komplizierten Abhangigkeit 
der Liésung und Abscheidung der Starke von der Temperatur. 

Die Bedeutung der Plastiden besteht vielleicht darin, daB 
sie als Kondensatoren des zur Starkebildung dienenden Materials 
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funktionieren in dem Sinne, wie Hofmeister?) die Rolle der 
protoplasmatischen Gebilde bei der Verteilung der gelésten 
Stoffe in der Zelle auffaBt. Den Gedanken iiber eine der- 
artige Einwirkung der plasmatischen Bestandteile auf den Gang 
der chemischen Umwandlungen in der lebenden Zelle entwickelt 
in seiner Arbeit ,,Uber Regulation der Stoffaufnahme’ Nathan- 
sohn?). 

Durch eine Verainderung der Ejigenschaften, welche die 
Beziehung des Protoplasmas zum Zucker bestimmen, hat 
Czapek®*) schon 1901 den EinfluB der niedrigen Temperaturen 
auf die Lésung der Starke zu erkliren versucht: ,,Ungezwungen 
laBt sich‘ — sagt er — ,,die winterliche Stirkelésung und 
Erhéhung der Zuckerkonzentrationsschwelle fiir die Stirke- 
bildung durch die Annahme verstehen, daf infolge der 
Temperaturerniedrigung im Cytoplasma ein Anziehungszentrum 
fiir Zucker in héherem Grade als sonst geschaffen wird, daB 
also der Einflu8 der Temperaturerniedrigung auf einer ver- 
mehrten Zuckerspeicherung des Zellplasmas auBerhalb der Amylo- 
plasten beruht.‘‘ Nach Czapek wire die Erklarung fiir den Einflu8 
der niederen Temperaturen auf die Lésung und Speicherung der 
Starke in ihrer Einwirkung auf das Plasma und nicht auf die 
Amyloplasten zu suchen. Dabei schlieBt er die Méglichkeit 
nicht aus, ,,da8 wenigstens partiell eine lockere Bindung des 
Zuckers etwa in Glykosidform an verschiedenen Plasmasub- 
stanzen eintritt“. 

In der von Czapek vorgeschlagenen Erklarung bleibt nur 
der Grund nicht ganz klar, welcher den Verfasser veranlaBt, 
die von ihm diskutierte Erscheinung ausschlieBlich auf Ver- 
ainderungen der Protoplasmaeigenschaften zuriickzufiihren. Die 
Verschiebung des Kondensationszentrums des Zuckers aus der 
Plastide in das Protoplasma und umgekehrt kann in gleichem 
MaBe durch Veriinderungen sowohl im Protoplasma als auch 


in der Plastide bedingt sein. 


1) Hofmeister, Zur Lehre von der Wirkung der Salze: Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmakol. 28, 210, 1891. 

2) A. Nathansohn, Uber Regulationserscheinungen im Stoffaus- 
tausch. Jahrb. f. wiss. Bot. 38, 241, 1903, und 40, 403, 1904. 

3) F. Czapek, Der Kohlenhydratstoffwechsel im Winter. Ber. d 
Deutsch: bot. Ges. 19, 120, 1901. 
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Wo aber auch die Veranderungen, welche die Verteilung 
des Zuckers in der Zelle bestimmen, vorgehen sollten, jeden- 
falls unterliegt es keinem Zweifel, daB diese Verinderungen 
die Starkespeicherung beeinflussen miissen. 

Wenn wir die Moglichkeit einer solchen Neuverteilung des 
Zuckers in Verbindung mit einer Veranderung der Eigenschaften 
der plasmatischen Gebilde der Zelle annehmen, so kénnen wir 
darin eine teilweise Erklarung auch fiir die oben beschriebenen 
Erscheinungen suchen, welche einerseits durch die Einwirkung 
von Toluol und Chloroform, andererseits durch hohe Temperaturen 
hervorgerufen werden. 

Oben wurde schon darauf hingewiesen, daB die Vorstellung 
von einer Beteiligung des amylolytischen Enzyms in der Stirke- 
synthese zurzeit noch nicht als geniigend begriindet bezeichnet 
werden kann. Freilich verfiigen wir jetzt schon iiber einige 
Angaben von einer enzymatischen Synthese der Stiirke aus 
ihren Spaltungsprodukten’), aber die chemische Seite dieser 
Vorgiinge ist noch nicht geniigend aufgeklirt und die Be- 
teiligung des amylolytischen Enzyms in diesen Prozessen noch 
nicht hinreichend bewiesen. 

Was die anderen hydrolysierenden Enzyme anbetrifft, so 
zeigt die nihere Untersuchung der von ihnen verursachten 
synthetischen Reaktionen, daB diese Synthese nicht zum ur- 
spriinglichen vom Enzym_ gespalteten K6rper fiihrt*), und 
Armstrong*) kommt zu dem allgemeinen SchluB, daB ,,En- 
zyme gerade diejenigen Molekiile aufbauen, welche sie nicht zu 
spalten vermégen“. 

1) J. Wolff et A: Fernbach, Sur la coagulation de |’amidon. 
Compt. rend. de l’acad. des sciences. Paris. 137, 718, 1903. — 
L. Maquenne, Sur la rétrogradation de l’empois d’amidon. Ibid. 797 
— L. Maquenne, A. Fernbach et J. Wolff, Rétrogradation et coa- 
gulation de l’amidon. Ibid. 138, 49, 1904. — A. Fernbach et J. Wolff, 
Nouvelles observations sur la formation diastasique de l’amylocellulose. 
Ibid. 819. — A. Fernbach et J. Wolff, Sur la coagulation diastatique 
de l’'amidon. Ibid. 139, 1217, 1904. — S. auch Cremer, Uber Gly- 
kogenbildung im HefepreBsaft. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2062, 1899. 

2) Vgl. H. Euler, Gleichgewicht und Endzustand bei Enzym- 
reaktionen. Zeitschr. f. physiol. Chem: 52, 146, 1907. — Idem., Allge- 
meine Chemie der Enzyme. Ergebnisse der Physiologie, 6, 1. u. 2. Abt. 
187, 237, 1907. 

3) Armstrong, Proc. of the Roy. Soc., Ser. B, 76, 592, 1905. 


Bap Ba 


eee 


PRES tee cate 











342 WI. Butkewitsch: 


Euler’) neigt ebenfalls zu der Annahme von der Existenz 
ausschlieBlich spaltender und ausschlieBlich synthesierender 
Enzymmolekiile. 

Bei einer solchen Sachlage versteht es sich von selbst, 
da8, ehe wir die umkehrbaren Enzymreaktionen zur Erklarung 
der synthetischen Prozesse in der lebenden Zelle heranziehen, 
zuerst noch weitere Untersuchungen iiber diese Fahigkeit der 
Enzyme zu reversiblen Reaktionen notwendig sind. 


Zusammenfassung der Resultate. 

Unter der Einwirkung von Toluol und Chloroform kann 
die in der Rinde und auch im Holze gespeicherte Starke gelést 
werden. Diese Auflésung kann nicht nur durch eine Erhéhung 
der Atmungsintensitaét erklirt werden, da sie von einer Zucker- 
anhiufung begleitet wird. In dieser Beziehung zeigt die Wir- 
kung des Toluols und Chloroforms eine gewisse Analogie mit 
der Einwirkung niederer Temperaturen. In beiden Fallen wird 
die Verwandlung der Stirke in Zucker wahrscheinlich durch 
eine Abschwachung der synthetischen (im Sinne einer Starke- 
bildung) Tatigkeit der Plastiden bedingt. 

Eine ahnliche Erscheinung der Starkelésung mit Zucker- 
anhiufung kann auch durch ein Erhéhen der Temperatur iiber 
eine gewisse Grenze hervorgerufen werden. Versuche bei ver- 
schiedenen Temperaturen haben gezeigt, da die Liésung der 
Starke und die Bildung reduzierender Zuckerarten in der Rinde 
sehr rasch bei 60 bis 70° vor sich gehen. In der Rinde von 
Sophora, welche reichliche Stirkevorrite enthalt, verschwand 
letztere nach einigen Stunden. Bei 80° verschwindet die Stirke 
ebenfalls rasch, aber es entstehen dabei neben einer geringen 
Menge Fehlingsche Liésung reduzierender Produkte hauptsich- 
lich dextrinartige Stoffe, welche mit Jod eine violettrote Fiar- 
bung geben. 

Die durch die angefiihrten Angaben begriindete Annahme 
von der Gegenwart eines staérkeverzuckernden diastatischen En- 
zyms in der Rinde ist durch weitere Untersuchungen an der 
Rinde verschiedener Baume bestatigt worden. Sowohl getrock- 
nete und zerriebene Rinde, als auch wisserige Ausziige aus der- 


1) Euler, Ll. c. 
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selben riefen bei 50° eine rasche Verfliissigung des Starke- 
kleisters hervor, wobei nach einiger Zeit die Starkereaktion 
verschwindet und die Fliissigkeit die Fahigkeit, Fehlingsche 
Lésung zu reduzieren, gewinnt. 

Durch Fallen mit Alkohol aus einem wiisserigen Auszuge 
wurde ein sehr aktives Praparat des diastatischen Enzyms er- 
halten. 

Die Rinde selbst und der wasserige Auszug aus derselben 
hatten die Fahigkeit, Maltose zu invertieren. Das mit Alkohol 
gefallte Priparat besaB diese Fahigkeit nicht. 

Die Beobachtung der Auflésung der in den Pflanzen- 
geweben enthaltenen Starke bei 50 bis 60° gibt uns eine be- 
queme Methode zum Auffinden des diastatischen Enzyms. 

Bei der Anwendung dieser Methode auf Blatter wurde 
eine vollstandige Auflésung der darin enthaltenen Stirke inner- 
halb einiger Stunden konstatiert. 

Die Auflésung der Starke in den oben beschriebenen Ver- 
suchen mit Rinde und Blaittern war eine so vollkommene, 
daB diese Methode zu einer quantitativen Starkebestimmung 
benutzt werden kénnte. 

Die Priifung von frischem und trockenem Holz nach der- 
selben Methode ergab auch hier die Anwesenheit eines stirke- 
verzuckernden Enzyms. Die Auflésung der Starke im Holz 
ging nicht zu Ende, was durch einen Ubergang des Enzyms 
in einen unaktiven Zustand erklirt werden kénnte, aber die 
Quantitaét des gebildeten Zuckers erreichte bei einem Versuche 
mit Sophoraholz 10°/, der zum Versuch verwandten Holzmasse. 

Die angegebene Methode der Entdeckung eines diastatischen 
Enzyms gewahrt auBer ihrer Einfachheit im Vergleich zu der- 
jenigen von Brown und Morris noch den Vorzug, dab sie 
die Anwesenheit dieses Enzyms auch dort anzeigt, wo die 
Brown- und Morrissche Methode im Stich laBt (z. B. in der 
Rinde von Populus nigra). 

Nach der Intensitét ihrer diastatischen Wirksamkeit auf 
Stirke steht die Rinde einiger Papilionaceen dem Malz nur 
wenig nach und kénnte nétigenfalls in einigen auf Starkever- 


zuckerung begriindeten technischen Verfahren Verwendung 
finden. 
In der an Diastase reichen, waihrend der Friihlingsperiode 
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der Starkeauflésung genommenen Rinde, kann bei Einlegen in 
eine Zuckerlésung von neuem eine reichliche Starkespeicherung 
erzielt werden. 

Die Zuckerlésung verhindert die Auflésung der Starke in 
den Rindenzellen auch dann, wenn die Méglichkeit einer Starke- 
abscheidung durch Einfiihrung von Chloroform ausgeschlossen ist. 

Zur Entscheidung der Frage iiber die Mitwirkung des 
amylolytischen Enzyms an der Starkebildung sind weitere 


Untersuchungen notwendig. 














Zur Kenntnis der komplexen Himolysine. 
Von 
H. Tsurusaki. 


(Aus der Bakteriologischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1908.) 


I. Uber die hemmende Wirkung des Harnstoffs und einiger 
verwandter Verbindungen. 


Wir méchten im folgenden zunachst iiber einige Beobach- 
tungen berichten, die sich auf die Hemmung der komplexen 
Hamolysine beziehen und die wohl aus zwei Griinden einige 
Beachtung verdienen. Die Versuche wurden vor allem in der 
Absicht unternommen, festzustellen, wie sich — gegeniiber der 
bekannten Hemmungswirkung der Salze — Substanzen ver- 
halten, welche, wie Harnstoff, die Wand der roten Blutkérperchen 
leicht durchdringen; ein gewisses Interesse haben sie aber wohl 
auch in der Richtung, daf8 der Harnstoff eines der einfachen 
Produkte des Stoffwechsels darstellt. Es sollen in Zukunft die 
Untersuchungen auf eine gréBere Anzahl von Substanzen, welche 
sich chemisch an die untersuchten anschlieBen, ausgedelnt 
werden. Wir gehen gleich zu der Schilderung unserer Ver- 
suche iiber. 

30 g Harnstoff wurden in 100 ccm 0,85°/,iger Kochsalz- 
lésung gelést, so da8 eine neutral reagierende Lésung resultierte, 
die ca. 5 Mol Harnstoff im Liter enthielt. In samtlichen 
Versuchen wurde je 1 ccm einer 5°/,igen Aufschwemmung von 
zweimal gewaschenen Ziegenblutkérperchen in 0,85°/,iger Koch- 
salzlésung angewandt. Das Gesamtvolumen in den einzelnen 


Reagensglischen wurde mit 0,85°,iger Kochsalzlosung aus- 
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geglichen und betrug 2,2 ccm. Die zu untersuchende Substanz 
wurde zuerst zugesetzt, hierauf Amboceptor, Komplement und 
Blut. Die Versuchsreihen blieben 2 Stunden im Brutschrank 
bei 37° und iiber Nacht im Eisschrank. 

Wir geben zunichst einen Versuch zur Bestimmung der 
hemmenden Wirkung des Harnstoffs wieder. Zu den unten 
angefiihrten wechselnden Harnstoffmengen wird zugesetzt in 
I 0,1 '/,, Amboceptor (vom Kaninchen, ca. 4 Amboceptor- 
einheiten) und 0,1 frisches Meerschweinchenserum, in II dieselbe 
Amboceptormenge und 0,1 inaktives ("/," 55°) Meerschweinchen- 
serum, in III nur 0,2 Kochsalzlésung. Das Resultat des Ver- 
suches gibt die folgende Tabelle: 


Menge der 





Harnstofflésung I II III 
1,0 sehr wenig sehr wenig-Spur sehr wenig-Spur 
0,8 Spur Spiirchen Spiirchen 
0,6 Spiirchen minimal minimal 
0,5 Spur minimal minimal 
0,4 maBig-wenig 0 0 
0,3 stark 0 0 
0,2 fast komplett 0 0 
0,1 komplett 0 0 
0 komplett 0 0 


Die Reihen II und III bilden, wie leicht ersichtlich eine 
notwendige Erginzung zu dem in I enthaltenen Hauptversuch, 
indem sie die hamolytische Wirkung der Harnstofflisung fiir 
sich und in Gegenwart entsprechender unwirksamer Serum- 
mengen darstellen. Sie zeigen zugleich, da®B die geringe himo- 
lytische Wirkung der Harnstofflésung durch die Gegenwart von 
Serum keine Beeinflussung erleidet. So gering dieselbe ist, be- 
einfluBt sie doch offenbar das Versuchsresu'tat und zeigt, daB bei 
Harnstoffmengen, die mehr als 0,6 ccm betragen, die hemmende 
Wirkung beginnt durch die vom Harnstoff selbst hervor 
gebrachte Hiaimolyse verwischt zu werden. Bei 0,6 der Harn- 
stofflésung tritt die Hemmung der spezifischen Himolyse am 
klarsten zutage, also bei einem Gehalt der Gesamtliésung an 
Harnstoff von ungefaihr 1'/, normal. 

Eine Authebung der hemmenden Wirkung der Harnstoff- 
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lésung kann auch durch sehr erhebliche Steigerung der Ambo- 
ceptormenge nicht erzielt werden; selbst noch bei Anwendung 
von 160 Amboceptoreinheiten = 0,4 ccm des inaktiven Serums 
tritt nur eine minimale Himolyse ein. Komplementvermehrung, 
der ja weit engere Grenzen gesetzt sind, hat einen geringen 
Einflu8 auf die Hemmung, wie folgender Versuch zeigt. 

In I je 0,6cem der Harnstofflésung, Il Kontrolle mit 
Kochsalzlésung. Uberall 4 Amboceptoreinheiten und wechselnde 
Mengen Meerschweinchenserum. 


Meerschweinchenserum I II 
0,4 wenig komplett 
0,2 Spur 
0,1 Spur *9 
0.05 2 fast komplett 
0,025 ie stark-mabig 
0,01 - wenig 


Die beiden Versuche lassen schon vermuten, da es sich 
bei der hemmenden Wirkung um eine Beeinflussung des Kom- 
plements handelt. Da die Methodik der Hamolysinunter- 
suchung durch den bekannten Bindungsversuch eine exakte 
Entscheidung der Frage erlaubt, wurde derselbe ausgefiihrt. 

0,6cem der Harnstofflésung und die oben angewandten 
4 Amboceptoreinheiten wurden der Blutaufschwemmung zu- 
gefiigt, nach halbstiindigem Verweilen des Gemisches bei 37° 
wurde zentrifugiert, das Sediment mehrmals gewaschen, in Koch- 
salzlésung wieder aufgeschwemmt und endlich 0,1 cem Meer- 
schweinchenserum als Komplement zugefiigt. Es trat komplette 
Haimolyse ein als Beweis, daf8 die Bindung des Amboceptors 
an die Erythrocyten nicht beeinflu8t wird, da die hemmende 
Wirkung der Harnstofflésung sich also nur auf das Komple- 
ment beziehen kann. Die Himolyse durch Saponin wird 
durch Harnstoff etwas begiinstigt. 

Der Untersuchung des Schwefelharnstoffs schien sich 
zunachst eine Schwierigkeit in den Weg zu stellen, da derselbe 
bei der Vorpriifung schon an und fiir sich eine weit stiarkere 
Hamolyse hervorbrachte, als der Harnstoff. Es gelangte stets 
eine Lésung zur Anwendung, die ca. 1,4 Mol im Liter enthielt. 
1,0 cem derselben léste noch komplett, 0,9 stark, wahrend 0,8 


nur mehr Spuren von Himolyse erkennen lieB. Es erwies sich 
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aber dieses Verhalten als nicht stérend, da im Gegensatz zu 
den beim Harnstoff beobachteten Verhiltnissen die himolytische 
Wirkung des Schwefelharnstoffs offenbar durch geringen Serum- 
zusatz (gegeben durch das komplementhaltige Serum) gehemmt 
wird. Im folgenden Versuch wurden wie oben 4 Amboceptor- 
einheiten und 0,1 Meerschweinchenserum als Komplement an- 


gewandt. 
Schwefelharn- 
stofflosung 


10 Spur 

0,9 Spirchen 

0,8 sehr wenig 
0,7 wenig 

0,6 stark 

0,5 fast komplett 
0,3. komplett 

0 komplett 


Ein Vergleich des Versuches mit dem oben geschilderten 
Harnstoffversuch ergibt, da8 die hemmende Wirkung des 
Schwefelharnstoffs eine erheblich gréGere ist, daB sie ungefaihr 
das Doppelte von der des Harnstoffs betragt. 

Als weiterer Reprisentant der dem Harnstoff nahestehen- 
den Verbindungen wurde der Carbaminsiaureithylester, das 
Urethan, untersucht. 

Es zeigte sich eine starke himolytische Wirkung dieser 
Verbindung, von der eine Lésung in physiologischer Kochsalz- 
lésung angewandt wurde, die 2,5 Mol im Liter enthielt. Zu- 
gleich trat aber auch hier wieder eine hemmende Wirkung des 
Serums zutage, die es erméglichte, die Einwirkung des Urethans 
auf ein komplexes Hamolysin zu priifen. Der folgende Ver- 
such veranschaulicht klar die hier vorliegenden Verhiltnisse. 

In I werden jedesmal 4 Amboceptoreinheiten und 0,1 Meer- 
schweinchenserum als Komplement zugesetzt, in II nur das ent- 
sprechende Volum Kochsalzlésung. 


Urethanlésung I II 
0,7 komplett komplett 
0,6 komplett (Zone) komplett 
0,5 sehr wenig komplett 


0,4 stark Spur 
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Urethanlésung I II 
0,3 fast komplett 0 
0,1 komplett 0 
0 komplett 0 


Bei 0,5 der Urethanlésung, die ohne Serumzusatz komplett 
lést, tritt also die hemmende Wirkung deutlich zutage. Die- 
selbe erscheint etwa doppelt so stark als die des Harnstoffs; 
wenig mehr als eine "/,-Lésung geniigt zu einer sehr erheb- 
lichen Hemmung der spezifischen Hamolyse. 

Die Hemmung der Urethanhamolyse durch Serum bietet 
ganz eigenartige Verhaltnisse, die zwar die Versuchsanordnung 
erschweren, aber interessant genug sind, um hier kurz besonders 
besprochen zu werden. Ubersteigt man namlich die Menge 
von 0,5 der Urethanlésung nur um ein weniges, indem man 
0,7 derselben anwendet, so hért die Hemmung der Urethan- 
lésung durch Serum, die allein die Beobachtung des Einflusses 
auf die spezifische Haimolyse erméglichte, vollstandig auf. Selbst 
sehr groBe Serummengen sind dieser Dosis gegeniiber nicht mehr 
imstande, auch nur irgendwelchen Einflu8 auszuiiben. Wir 
wollen von unseren zahlreichen Versuchen einen wiedergeben, 
der mit Pferdeserum angestellt ist und die Verhaltnisse gut 
veranschaulicht. Er zeigt zugleich, daG auch langere Digestion 
der Urethanlésung mit dem Serum keinerlei EinfluB auf diese 
Verhaltnisse hat, die noch einer weiteren, eingehenden Analyse 
bediirfen. 

Einer Untersuchung des Guanidins stellte sich dessen stark 
basischer Charakter in den Weg, der schon an und fir sich 
eine sehr starke Himolyse bewirkte, aihnlich lagen die Verhilt- 
nisse bei Guanidincarbonat. Wir benutzten schlieBlich das 
Guanidinchlorhydrat, das eine sehr starke hemmende Wirkung 
ergab. Bei der iiblichen Versuchsanordnung, die wir nicht zu 
wiederholen brauchen, hemmten 0,3 einer ®/,-Lésung  voll- 
kommen, 0),2 noch stark die spezifische Himolyse. Ein Bindungs- 
versuch, wie wir ihn oben fiir den Harnstoff beschrieben haben, 
zeigte, daB es sich auch hier nicht um eine Behinderung der 
Amboceptorbindung, sondern gleichfalls um eine Hemmung der 
Komplementwirkung handelt. 
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Uberall Ziegenblut 10°/, 2mal gewaschen, 0,5 ccm. 

A = Kochsalzlésung, Urethanlésung, Pferdeserum und Blut un- 
mittelbar nacheinander. 

I = Uberall 0,7 com Urethanlésung. 

Il = Uberall 0,5 cem Urethanlésung — 0,2 cem Kochsalszlosung. 

B = Kochsalzlésung, Urethanlésung und Pferdeserum geschiittelt 
und 2 Stunden bei 37°, dann Blut zugefiigt. 

I == Uberall 0,7 com Urethanlésung. 

II — Uberall 0,5 cem Urethanlésung -+- 0,2 ccm Kochsalzlosung. 











Pferdeserum A B 
(inaktiviert) I Il I Il 
~~ eae komplett Spiirchen _ komplett: = Spiirchen 
0,2 
0,1 
0,05 ‘i . 
0,025 " _ ss Spur 
0,01 Ps Spur ™ stark—maBig 
0,005 7 wenig ” fast komplett 
0,0025 cs stark—miaBig x { ay an 2 
ffast komplett-) P ° 
0,001 . { stark (Zone) § e komplett |" 
0 . komplett 
00 (ohne Urethan- \ 0 0 0 0 
losung) f : 


Es muB8 allerdings betont werden, daB8 die hemmende 
Wirkung des Guanidins nicht ohne weiteres mit der des Harn- 
stofis, des Sulfoharnstoffs und des Urethans in eine Reihe ge- 
stellt werden darf; denn es handelt sich hier um ein Salz, 
dessen hemmende Eigenschaften auch auf dieser Eigenschaft 
beruhen kénnen. Die Entscheidung dieser Frage kann erst 
eine weitere Ausdehnung derartiger Untersuchungen bringen. 

Bisher haben unsere Versuche ergeben, daB einem der 
wichtigsten einfachen Endprodukte des Stoffwechsels (und einigen 
diesem verwandten Substanzen) die Eigenschaft zukommt, die 
spezifische Haimolyse zu hemmen, und zwar dadurch, daB es die 
Komplementwirkung beeintrachtigt, vielleicht mit dem Komple- 
ment selbst in Beziehungen tritt. Besonders auch fiir die Kennt- 
nis der Beeinflussung der den haimolytischen durchaus analogen 
bactericiden Prozesse durch Produkte des normalen (und pathologi- 
schen) Stoffwechsels wird es von Interesse sein, die hier begonnenen 
Studien nach verschiedenen Richtungen hin weiter fortzusetzen. 
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II. Uber das Verhalten der Komplemente bei der Dialyse 
und bei Einwirkung heterologer Sera. 


Unsere Kenntnis vom Verhalten der Komplemente ist 
in der letzten Zeit geférdert wurden durch einige neue Tat- 
sachen, die von Ferrata in einer unter Morgenroths Leitung 
ausgefiihrten Arbeit und von Sachs und Teruuc hi beschrieben 
worden sind. Ferrata fand, daB bei der Dialyse komplement- 
haltigen Meerschweinchenserums das Komplement in zwei Be- 
standteile zerfallt, deren einer sich in dem Globulinniederschlag, 
deren anderer sich in der durch Abzentrifugieren des ersteren 
erhaltenen klaren Fliissigkeit findet. Jeder dieser Bestandteile 
fiir sich ist unwirksam, dagegen geben beide vereinigt wieder 
das wirksame Komplement. Dieser Zerfall des Komplements 
in salzfreier resp. salzarmer Lésung ist auch die Ursache, wes- 
halb die komplexen Hiamolysine bei Salzmangel unwirksam 
werden, eine Tatsache, die fiir die analogen Bakteriolysine 
schon friiher Buchner beschrieben hat, ohne deren Ursache 
zu erkennen. 

Im Anschlu8 an Ferratas Mitteilungen erfolgten Unter- 
suchungen von Brand, unter Leitung von H. Sachs aus- 
gefiihrt, welche das Grundphinomen vollauf bestatigten, zugleich 
aber sehr wichtige weitere Beobachtungen lieferten. Brand 
stellte fest, dafi von den beiden Komponenten des Komplements 
nur die eine, namlich diejenige, welche in das Sediment bei 
der Dialyse iibergeht, mit den amboceptorbeladenen Blut- 
kérperchen in direkte Beziehung tritt, von diesen gebunden 
wird. Der in der Fliissigkeit verbleibende Komplementanteil 
wird von den amboceptorbeladenen Blutkérperchen nicht auf- 
genommen, vereinigt sich aber mit der von den Blutkérperchen 
verankerten Komponente zum wirksamen Komplement. Es 
besteht also zwischen den beiden Komponenten des Komple- 
mentes selbst, wie Brand richtig hervorhebt, eine ganz abn- 
liche Beziehung wie zwischen Amboceptor und Komplement, 
ein Verhaltnis, dem Brand treffenden Ausdruck gab, indem 
er den einen im Sediment befindlichen Anteil als .,Zwischen- 
stiick“, den anderen als ,,Endstiick“ bezeichnete. Brand 
stellte ferner fest, daS das ,Mittelstiick“ in physiologischer 
Kochsalzlésung rasch die Fiahigkeit verliert, sich mit dem 
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.Endstiick“ zum wirksamen Komplement zu vereinigen, daB 
dagegen diese Vereinigung noch stattfindet, wenn das _,,Mittel- 
stiick* vor dem Hinzufiigen des Endstiicks mit den Blut- 
kérperchen in Beriihrung gekommen ist, welche die Fahigkeit 
besitzen, auch das veriinderte ,,Mittelstiick“ zu binden. Brands 
Beobachtungen wurden von Hecker bestatigt und noch viel- 
fach erginzt. 

In einem Punkte konnte Brand die Angaben von 
Ferrata nicht bestiitigen. Nach Ferrata wird das im AbguB 
enthaltene ,,Endstiick“ bei halbstiindigem Erwirmen auf 55° 
inaktiviert, wahrend das Zwischenstiick thermostabil erscheint 
und diesem Eingriff widersteht. Brand fand beide Kom- 
ponenten in gleicher Weise thermolabil und zwar gleich- 
giiltig, ob das das Zwischenstiick enthaltende Sediment in 
Wasser nur aufgeschwemmt oder wieder in Kochsalzlésung ge- 
lést war. Brand stellt die Vermutung auf, dai Ferratas 
Resultat dadurch vorgetéuscht wurde, daB eine zu _ groBe 
Amboceptormenge angewandt wurde, in deren Gegenwart auch 
der AbguB allein (Endstiick) Komplementwirkung ausiibt. 
Wird bei einer derartigen Versuchsanordnung eine Kontrolle, 
welche mit dem nicht erwirmten AbguB allein angestellt wird, 
versiumt, so kann bei der Kombination von frischem AbguB 
und erwirmtem Sediment die Tiauschung entstehen, daB die 
stattfindende Hamolyse auf der Kombination beider Kom- 
ponenten beruht, wahrend sie tatsichlich auf die Wirkung des 
Abgusses allein zuriickzufiihren ist. Wir konnten vor allem 
die Beobachtung von Brand bestatigen und dahin erweitern, 
daB gelegentlich auch bei Anwesenheit geringer Amboceptor- 
mengen, der von uns gewohnlich angewandten vier Amboceptor- 
einheiten, der Abgu8 allein noch erhebliche Komplement- 
wirkung entfaltet. Es ist uns aber nicht gelungen, diese Er- 
scheinung haufiger zu produzieren, ebensowenig wie es gelungen 
ist, sie mit Sicherheit zu vermeiden, trotzdem wir in grofer 
Ausdehnung das Verfahren der Dialyse durch Anwendung 
verschiedener Membranen (Fischblase, Schilfsickchen, Kollodium- 
siickchen) varriierten. Nur auf einen Befund in dieser Hinsicht 
méchten wir hinweisen, welcher fiir einen Einflu8 der Tem- 
peratur auf das Resultat der Dialyse zu sprechen scheint, der 
noch weiterhin untersucht werden soll. Nach 48 stiindiger 


EE EEO 











Zur Kenntnis der komplexen Hiimolysine. 353 


Dialyse von Meerschweinchenserum durch Schilfsickchen fand 
sich in einem Versuch mit Eiswasser fast das gesamte Kom- 
plement im Abgu8, wahrend in einem Parallelversuch, in dem 
gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert wurde,, die typische 
Trennung eingetreten war. Der Versuch war, wie gewoéhnlich, 
mit Ziegenblutkorperchen und vier Einheiten eines vom Kaninchen 
stammenden Amboceptors ausgefiihrt. 

Jedenfalls bot uns der differente Befund Brands und 
dessen Begriindung Anla8, die Priifung der Thermoresistenz 
von Mittelstiick und Endstiick zu wiederholen, mit dem Resultat, 
da8 auch wir jetzt bei entsprechender Versuchsanordnung beide 
Komponenten als thermolabil erkannten. 

Bei Ausdehnung der Dialyseversuche auf andersartige 
Komplemente zeigten sich Verhiltnisse, die von denen am 
Meerschweinchenkomplement beobachteten abwichen. In zahl- 
reichen Versuchen, die mit Kaninchenserum ausgefiihrt wurden 
(Ziegenblut, Ambocepter vom Kaninchen), blieb die Komplement- 
wirkung regelmabig auf den Abgu8 beschrinkt. Es ist also 
anzunehmen, dai das Verhalten der Komplemente verschiedener 
Sera kein gleichartiges ist. 

Besondere Verhiltnisse zeigten sich bei der Dialyse nor- 
maler haimolytischer Sera, als deren Reprisentanten wir Hunde- 
serum und Ziegenserum wahliten unter Benutzung von Meer- 
schweinchenblutkérperchen. Die intensive hiamolytische Wirkung, 
die den beiden Sera, besonders dem Hundeserum eigentiimlich 
ist, war in zahlreichen Versuchen nach 24stiindiger Dialyse 
vollkommen bis auf die letzte Spur verschwunden, weder Ab- 
gu83 noch Sediment fiir sich, noch die Vereinigung beider in 
verschiedenen Verhiltnissen hatten irgendwelche hiaimolytische 
Wirkung. 

Der Schliissel zum Verstindnis dieses eigentiimlichen Ver- 
haltens war wohl gegeben durch die Beobachtungen, die Sachs 
und Teruuchi am Meerschweinchenkomplement beschrieben 
hatten. Diese Autoren konnten feststellen, da8 im frischen 
Meerschweinchenserum ein Ferment enthalten ist, welches das 
eigene Komplement dieses Serums in kurzer Zeit bei 37° zer- 
stért, aber nur dann, wenn durch Verdiinnen mit Wasser die 
Salzkonzentration der Lésung erheblich vermindert ist. Da nun 


ganz entsprechende Bedingungen auch wiahrend der Dialyse 


ere o> 








354 H. Tsurusaki: 


eintreten, so war hier an ein besonders rasch wirkendes 
komplementzerstérendes Ferment zu denken, dessen Aktion das 
MiBlingen eines Trennungsversuches hervorrufen muBte. 

Durch Verdiinnung des Serums — wir fiihrten die Ver- 
suche zunachst beim Hundeserum aus — nach dem Verfahren 
von Sachs und Teruuchi lat sich in der Tat leicht der 
Nachweis eines solchen kompiementzerstérenden Fermentes 
bringen; wenn auch eine etwaige Einwirkung auf den Ambo- 
ceptor nicht ausgeschlossen erscheint, so darf man jedenfalls 
nach allem bis jetzt Bekannten die Vorgange auf eine Ein- 
wirkung auf das Komplement zuriickfiihren. Wir lassen 
einige unserer Versuche folgen. 

Hundeserum wird mit Aqua destillata verdiinnt und zwar 
im Verhaltnis 1:2, 1:5, 1:10, 1:20; als Kontrolle dient eine 
Verdiinnung des Serums mit physiologischer Kochsalzlésung im 
Verhiltnis 1:5. Die Verdiinnungen bleiben zwei Stunden im 
Brutschrank bei 37°, hierauf werden die einzelnen Dosen in 
Reagensgliser abgefiillt, iiberall mit Wasser auf das Gesamt- 
volum von 1 ccm aufgefiillt und zur Erginzung des Salzgehalts 
je 0,1 ccm einer 8,5°/,igen Kochsalzlésung (bei 2,0 cem 0,2) zu- 
gefiigt; die Kontrolle wird natiirlich einfach mit Kochsalz- 
lésung aufgefiillt. Zum Schlu8 wird je 1 cem 5°/,iges Meer- 
schweinchenblut zugefiigt. Die folgende Tabelle zeigt den Aus- 
gang eines derartigen Versuchs. 














Verdiinnungen Kontrolle 1/; mit 
Mengen —_——-]| ,, ‘ 
1/ {| oa 1/ 1/ Kochsalzlésung 
/2 | /s /10 /20 ' 
2,0 — | 0 0 0 — 
1,0 _- 0 0 0 komplett 
0,8 — 0 0 0 — 
0.4 - 0 0 0 fast komplett 
0,2 wenig 0 0 0 Spur 
0,1 Spiirchen 0 0 0 Spirchen 


Es zeigt sich hier eine rapide Zerstérung der himolytischen 
Wirkung des Hundeserums, die schon bei der Verdiinnung 1: 5 
eine vollkommene ist und deren Intensitaét uns durchaus erlaubt, 
das Prinzip von Sachs und Teruuchi fir die Erklarung des 
Hamolysenverlustes bei der Dialyse heranzuziehen. Bemerkens- 
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wert ist, dai wir dasselbe Resultat und zwar schon nach 
1'/,stiindigem Verweilen des mit Wasser ('/., '/,,, '/,)) ver- 
diinnten Hundeserums bei 37° erzielten, wenn wir das Serum 
vorher 15 Minuten auf 51° erwirmt hatten. Das komplement- 
zerstérende Ferment des Hundeserums ist also entweder thermo- 
stabiler als das von Sachs und Teruuchi studierte Ferment 
des Meerschweinchenserums, oder aber es ist in so groBer Menge 
vorhanden, da®B eine partielle Zerstérung desselben fiir die 
Wirkung praktisch nicht in Frage kommt. 

Die Versuche mit Ziegenserum — die wegen der von An- 
fang an geringeren hamolytischen Kraft desselben nicht in dem 
MaBe bezeichnend sind wie die mit Hundeserum — fielen, auch 
bei vorgingigem Erwairmen auf 51°, ganz in demselben Sinne 
aus, so da8 man wohl berechtigt ist, die Existenz des komplement- 
zerstérenden Ferments im Serum als eine ziemlich allgemeine 
Erscheinung anzusehen. 

Das Vorkommen offenbar starkwirkender komplement- 
zerstorender Fermente in verschiedenen Sera veranlaBte uns, 
zu untersuchen, ob eine gegenseitige Einwirkung stattfindet 
oder ob die Fermente eines Serums fiir dessen Komplemente 
spezifisch seien. Die Versuche, die fortgesetzt werden sollen, 
haben bis jetzt ein sicheres Resultat nicht ergeben. Wir ver- 
wandten zuniachst Sera, welche fiir die Kombination Ziegen- 
blut — Amboceptor vom Kaninchen — kein Komplement ent- 
halten, indem wir sie in salzarmer Lésung auf Meerschweinchen- 
serum einwirken lieBen, dessen eigenes Ferment durch Erwirmen 
auf 51° abgeschwicht war. Aber weder Pferdeserum noch 


Rinderserum zeigten eine komplementzerstérende Wirkung. 
Dagegen lieS Hundeserum, das sich wegen der oben beschriebenen 
raschen Zerstérung des eigenen Komplements gut eignet, eine 
geringe Einwirkung erkennen. Wir hoffen, bei Fortsetzung der 
Versuche zu klareren Resultaten zu gelangen. 


SEES 
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Beeinflussung der Autolyse durch anorganische Kolloide.’) 
IV. Mitteilung: 
Wirkung auf den Abbau der Nucleine. 
Von 
Privatdozenten Dr. M. Ascoli und cand. med. G. Izar. 


(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie der K. Universitit Pavia, 
Direktor: Prof. L. Devoto. 


(Eingegangen am 8. Mai 1908.) 


Die in der I. Mitteilung (1) niedergelegten, eine Beschleunigung 
der Leberautolyse bei Zusatz elektrischer Metallkolloide ergebenden 
Resultate hatten uns veranlaSt den Einflu8 derselben auf den 
Stoffwechsel naiher zu untersuchen, (2), wobei sich eine ganz er- 
hebliche Steigerung der N-Ausfuhr kundgab. Bei der naheren 
Analyse der N-Verteilung im Harne waren besonders die U-Werte 


1) In den letzten Heften dieser Zeitschrift erschien eine Arbeit von 
Pincussohn ,,Beeinflussung von Fermenten durch Kolloide‘, in welcher 
die Beeinflussung von Pepsin durch Kolloide eingehend untersucht wird und 
eine Mitteilung von Wohlgemuth ,,Untersuchungen iiber die Diastasen* 
in welchen unter anderem der Einflu8 einzelner Kolloide auf die Wir- 
kung der Diastase gepriift wird. Wir kénnen die Angaben dieser Au- 
toren auf Grund ahnlicher Versuche, die wir erst nach Abschlu8 der 
Autolysestudien zu veréffentlichen beabsichtigten, bestatigen und hinzu- 
fiigen, daB auch das stabilisierte elektrische Ag-Kolloid die Pepsin- 
verdauung nicht begiinstigt, daB auch die Verdauung von Gelatine durch 
Trypsin, die Milchgerinnung durch Lab, die Fettspaltung durch Pan- 
kreassteapsin und Lipase (Griibler), (Versuch von Dr. Preti) und die 
diastatische Wirkung des Pankreatins und der Takadiastase, im 
Gegensatz zur Autolyse, durch kolloides Ag nicht angefacht werden. 
Hingegen wird merkwiirdigerweise das diastatische Ferment der Leber 
und des Blutserums durch kleine Mengen Ag aktiviert, wie wir auf Grund 
zahlreicher Versuche schon jetzt angeben kénnen und in einer nachsten 
Mitteilung ausfiihrlich darlegen werden. 
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in ganz erheblichem MaBe absolut und relativ erhdht, welcher 
Umstand auf eine dominierende Beteiligung der Nucleine bei der 
beobachteten Stoffwechselaktivierung hinzuweisen schien. 

In der Hoffnung, in die Entstehung dieser elektiven Beein- 
flussung nahere Einsicht zu gewinnen, sind wir zu den Reagens- 
glasversuchen zuriickgekehrt und gingen von der Fragestellung 
aus, ob und welche Wirkung elektrisch und chemisch bereitete 
anorganische Hydrosole auf die fermentative Zersetzung der 
Nukleine in vitro entfalten. 

Beim Abbau dieser Koérper sind bekanntlich nach den 
schonen, an die grundlegenden Horbaczewskis ankniipfenden 
Untersuchungen von Wiener, Schittenhelm, Burian und 
anderen Autoren eine Reihe verschiedener Fermente titig 
(Nuclease,  Xanthinoxydase, desamidierendes, urikolylitisches 
Ferment); es galt den Ablauf ihrer spezifischen Leistungen in 
Anwesenheit anorganischer Kolloide zu verfolgen. Um uns ein 
orientierendes Gesamturteil iiber das Verhalten der bei der 
U-Bildung in Betracht kommenden Nuclease, desamidierendes 
Ferment und Xanthinoxydase zu bilden, priiften wir zunachst 
die U-Bildung in Milz und Leberkolaturen mit und ohne 
Zusatz von Kolloiden. 

Von solchen negativen Ladungen ziehen wir auf elektrischem 
Wege nach Bredig bereitetes Silber, von positiv geladenen 
Ferrihydroxyd und Arsentrisulfid heran. Ihre Bereitung erfolgte 
nach den in den friiheren Mitteilungen (3) angegebenen Methoden; 
beziiglich der hinzuzusetzenden Mengen besaBen wir in den 
friiheren Autolyseversuchen willkommene Hinweise, die sich 
auch als zutreffend herausstellten. Folgende Praparate wurden 
benutzt: 


1 
Ag VI ; log = 0,021, wobei ¢ == 45’ —. 7 = 37° 


Ag-Gehalt = 0,0285 °/, 


1 
Ag VII —- log —" — ~0,0324 
t a 
Ag-Gehalt = 0,0275 °/, 


Ag VIIA— log : == 0,0293 


Ag-Gehalt = 0,0269°/, 
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Ag IX — log —“ — = 0,0256 


Ag-Gehalt = 0,027 °/, 


1 
Ag VIII —~ log “ — 0,0289 


a—xzx 
Ag-Gehalt — 0,032 °/, 


Ag X — log - “ _ _.0,04342 
te XH ~~ tog —*— anne 
— t ” — ” 


Ag-Gehalt = 0,0315 °/, 


1 
log —— 0,0304 
t a—x 


Ag-Gehalt — 0,0294 °/, 


Ag XIV — 


a 


a. = P 
Ag XV — — log coors 0,0395 


t 
Ag-Gehalt — 0,0372 °/, 


Fe(OH), III (Handelspraparat, dialysiert) — 
Eisengehalt — 1,630°/, == 3,11444°/, Fe(OH), 
== 0,2941 Mol pro Liter, 
Aciditaét = 0,4088 °/, HCl. 
As,S, II — stabilisier- — 1,288°/, As,S, 0,05 Mol pro Liter. 

Die Praparate wurden alle mit Ausnahme von Ag Nr. VII A, 
Nr. IX und Fe(OH), mit dialysierter Gelatine (0,03°/,) stabilisiert. Den 
Einflu8 der Stabilisierung der Kolloide auf ihre die Autolyse betreffende 
Wirkung werden wir in einer weiteren Mitteilung naher analysieren. 
Beziiglich des Fe(OH), versicherten wir uns in den Protokollen mit- 
gegebenen Kontrollversuchen, da sein geringer Sauregehalt nicht in 
nennenswerter Weise in Betracht kommt. 

Was die Einzelheiten der Versuche betrifft, folgten wir der 
von Wiener (4) und Burian (5) eingehend beschriebenen Technik. 
Die Organbreikolaturen wurden meistens mit destilliertem Wasser 
hergestellt, um den mdglicherweise stérenden Salzzusatz zu ver- 
meiden; Fluornatrium durch Toluol (2°/,) ersetzt. Wahrend 
der Versuchsdauer wurden die beschickten Kolben im auf 37° 
eingestellten Brutschrank auf einen mit dem HeiSluftmotor 
verbundenen Rolltischchen andauernd geschiittelt. Die U-Be- 


a 
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stimmung geschah nach Ludwig-Salkowski unter Beriick- 
sichtigung der von Wiener (4) angegebenen Kautelen; in den 
ersten Versuchen (Tabellen 2, 3, 4) wurde die Harnsiéure nach 
stattgefundener Wagung nach Horbaczewski umgefillt und 
gereinigt und abermals gewogen; bei der vollstindig befriedigen- 
den Ubereinstimmung der zwei Werte sahen wir spiter von 
dieser Kontrollbestimmung ab. 

In den Tabellen 1 bis 7 sind die Protokolle der Versuche 


mit Milz- und Leberbrei angefiihrt. 














Tabelle 1. 
7 .  Zugesetzte | Destil- 
Menge des | Kolatur V _—— kolloidale liertes Se 
Milzbreies Lésung Wasser 8 
com Stunden | ccm com 
500 oe - 100 9-2 
500 16 — 100 24,9 
1000 g 500 16 a os 95 42.0 
3,5 Liter . 
deuitiiein 500 16 = 15 58,0 
Wasser id. ‘ 
500 16 50 50 89,8 
500 16 4 = 101,0 
Tabelle 2. 
— Zugesetzte | Destil- 
Menge des | Kolatur Fen "| kolloidale liertes a 
Milzbreies Lésung Wasser — 
: cem Stunden _ecm ecm 
550 —- == 50 20,2 
550 20 _— 50 60,5 
1000 g 550 » |= 45 88,2 
—+ 3 Liter = id. 
destilliertes 550 20 50 —- 140,0 
Wasser 550 » | 45 98,5 
| . 
550 20 id. a 164,0 





50 
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Tabelle 3. 
Versuchs. Zugesetzte Destil- 
Menge des Kolatur ‘d ens kolloidale liertes ae 
Milzbreies ned Lésung Wasser 8 
ccm Stunden cem cem 
300 ¢ 200 16 —_ 50 39.0 
500 ccm 200 16 Ag \ iI — 104.5 
destilliertes rad 
Wasser 200 16 Ag 50) A 91,5 
Tabelle 4. 
Zuge- : is 
Menge ‘ Versuchs- setzte kol- Fe- = Destil- 
2 _ | Kolatur : As,8,- liertes Fs 
des Milz- dauer loidale ea U mg 
_ = Gehalt Wasser 
breies Loésung 
cem Stunden ecm mg com 
400 20 — _ 25 80,0 
400 20 — — 251) 79,7 
700 g 400 29 Petty) 8,15 24,5 110,1 
2 Liter is 0.5 ™ 
destil- | 400 20 id | 81,5 20 70,5 
liertes As by Il 
Wasser 400 20 + *. 6,441 24,5 94,8 
400 20 - 64,41 20 69,9 
Tabelle 5. 
Cetin, Zugesetzte Destil- 
Menge des | Kolatur "470" )*  kolloidale _iertes _— 
Leberbreies Losung Wasser ” 
ecm Stunden ecm ccm 
0,0 
- Murexid- 
600 = — 50 probe 
, negativ 
800 
+e 600 20 _ 50 13,2 
destilliertes | _ 600 20 a aa 45 24,0 
Wasser id 
600 20 25 25 39,5 
p id. 
600 20 50 _ 59,8 
1) Mit 21,5 com N/,o9-HCl versetzt, entsprechend der Aciditat von 
5 com Fe(OH). 





oO 




















Beeinflussung der Autolyse durch anorganische Kolloide. IV. 361 
Tabelle 6. 
“nee Zugesetzte Destil- 
Menge des | Kolatur — kolloidale liertes U 
Leberbreies Lésung Wasser =e 
cem Stunden ccm cem 
0,0 
500 a ae 50 Murexid- 
probe 
negati\ 
1000 g 500 20 — 50 16,4 
4.3 Liter | 500 20 —_ 45 21,0 
destilliertes id 
Wasser 500 20 5 ) 7,2 
500 20 a ae 45 23,6 
500 20 oo is 55,4 
Tabelle 7. 
Zuge- an 
Menge “98 7? et Fe- resp. | Destil- 
des Kolatur V ee — As.S,- liertes U 
Leber- o oy erat Gehalt Wasser mg 
Santina sung 
ecm Stunden ecm mg com 
500 20 — _- 25 68,3 
500 20 ~= — 25") 66,2 
500 29 | Fetal a gg 24.9 84,2 
0,1 
1000 g | 500 20 id. 8,15 24.5 108,3 
+ 4 Liter 0,5 
destil- 500 20 r 81,5 20,0 59,0 
liertes i . 
Wasser 500 20 ° 05 4 6,441 24,5 88,7 
500 20 19,323 23,5 111,4 
500 20 id 64,41 20,0 50,2 





1) Mit 21,5 com N/,99-HCl versetzt, 


5 ccm Fe(OH),. 





entsprechend der Aciditaét von 
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Denselben entnehmen wir, da8 die postmortale 
U-Bildung von Milz- und Leberausziigen schon durch 
minimale Mengen (1'/, mg pro 130g Leber) von Silber- 
kolloid eine deutliche Zunahme erfahrt, die bei 
gréBerem Zusatze ein Mehrfaches der Kontrollversuche 
betragt. Desgleichen beschleunigen kolloidales Ferri- 
hydroxyd und Arsentrisulfid die U-Bildung. Bei letz- 
teren Hydrosolen begegnen wir derselben Erscheinung, 
die in den friiheren Versuchen aufgefallen war, nim- 
lich, daB gréBere Mengen den entgegengesetzten Effekt, 
Hemmung der U-Bildung hervorrufen. Was die Beur- 
teilung des in dieser Hinsicht abweichenden Verhaltens des 
Silberkolloids anbelangt, verweisen wir auf die bei derselben 
Gelegenheit ausgefiihrten Bemerkungen. 

Da8 die nachgewiesene Anfachung eine tatsichliche und 
nicht allein durch Hemmung der U-Zerstérung vorgetiuschte 
ist, geht mit Bestimmtheit aus den Versuchen mit Milzbrei 
hervor, welchem (6) ja U-zerstérendes Ferment fehlt. Beziig- 
lich der Leberversuche ist daran zu erinnern, da8 Leberbrei 
zwar Urikolyse zu leisten imstande ist, daB aber deren Grenzen 
ohne standige Luftdurchleitung ziemlich beschrinkte sind; fiir 
eine so ansehnliehe Zunahme der U-Werte, wie sie namentlich 
in den sofort zu erwahnenden Versuchen bei Kolloidzusatz zu- 
tage tritt, kann der Faktor Hemmung der Urikolyse keineswegs 
verantwortlich gemacht werden. (DaB derselbe aber in Betracht 
kommt und eine Rolle spielt, werden wir unten an der Hand 
geeigneter Versuche erdrtern.) 

Den bisher erzielten Resultaten nach war zu erwarten, daB 
die gepriiften Kolloide, die bei der U-Bildung mitwirkenden 
Enzyme auch im einzelnen aktivieren wiirden. In Tabelle 8 
bis 10 sind einige diesbeziigliche Versuche wiedergegeben, in 
denen unter im iibrigen gleicher Anordnung die U-Bildung bei 
Zusatz von nucleinsaurem Na, resp. Guanin, mit und ohne 
Kolloiden, bestimmt wnrde: der Ausfall der Versuche vervoll- 
stiindigt die Ergebnisse der friiheren, indem er zeigt, daB auch 
die einzelnen Fermente eine gleichsinnige Férderung 
erfahren. 
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Tabelle 8. 





. Zuge- Destil- 
Menge des Versuchs- setzte kol- }. i 
Let Kolatur d loidal liertes a al 
eber- auer oidale Gatien Zusatz U mg 
breies Loésung 
ccm Stunden ecm ccm 
12,5 ecm 
200 12 _— 137,5 Na,CO, 20,9 
n/,-Lésung 
circa 250 mg 
500 g 200 12 = 100 Guanin in | 1939 
+1500cem . nap 
F , Ag X a 12,5 ccm 
destil- 20 | 12 .. 95 Na,co, | 200.9 
liertes 200 12 id. 75 n/,-Losg. ge- 252.9 
Wasser a lost, auf 
200 12 = 50 50 ccm auf- | 985.9 
-d gefillt — ent- 
200 12 100 - sprechend | 328,9 
277 mg U 





Tabelle 9. 





Zuge- 


Menge des __—— Versuchs- setzte kol- — = 
Leber- dauer loidale “pe Zusatz U mg 
: oo Wasser 
breies Lésung 
com Stunden ecm ecm 
400 12 12 ccm 3 
2 — 138 Na,CO, 38,9 
n/, Lésung 
circa 200 mg 
Guanin in 
400 | 12 — 50 | 12ccmNa,CO,} 109,3 
1000 400 12 ~ — J rh-Lés.gel0et 997.4 
g auf 100 ecm 
9) 4 es 
+2500cem) — 499 12 Ag ‘ — | aufgefiillt —| 269.5 
destil- > entsprechend 
liertes 221.6 mg U. 
Wasser 
circa 100Omg 
400 12 a 50 prreoraenig S| 104.0 
. atrium in 
' ; Ag IX — ( 
400 12 50 — }100cem H,O 230,0 
400 12 Ag X gelist — ent- 2384.0 
| r 50 ii sprechend |~ ’ 
0,250 mg U. 
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Tabelle 10. 











Zuge- | Destil- 

Menge des Rates Versuchs- setzte kol- Ronin an 
Leber- dauer loidale aol Zusatz U mg 
breies | Lésung ss 

ccm Stunden | ccm ccm 
360 12 ~— 150 _ 15,8 
circa 1,3 g 
500 g ‘ nucleinsaures 
+1500cem| 360 12 =a 50 | Natrium in | 178.0 
destil- 360 12 Ag XV 45 100 ccm 260.0 
liertes Me Wasser geldst 
Wasser | 360 12 50 - —ent- | 309,0 
sprechend 
0,330 mg U. 





Es eriibrigte uns iiber die gleichen Verhiltnisse bei der 
Urikolyse naher zu unterrichten, Die Versuchsanordnung wich 
von der vorhergehenden insofern ab, als Zusatz von harnsaurem 
Na stattfand, an Stelle der Schiittelung Durchleitung eines 
kraftigen Luftstromes trat und zur Verhiitung von Faulnis 
auBer Toluol Chloroform im Uberschu8 hinzugesetzt wurde. Wir 
wollen gleich vorausschicken, daB wir hier zu unserer Uber- 
raschung einem ganz abweichenden Verhalten begegneten. Der 
Einfachheit der Darstellung halber gehen wir von der Beschrei- 
bung der Versuche mit Nierenausziigen aus, bei welchen vor- 
wiegend die Urikolyse in Betracht kommt (7) und die gleich- 
zeitige Beeinflussung der U-Bildung die Resultate weniger triibt. 





Tabelle 11. 
Zuge- ; 
Menge des Kolatur Versuchs- setzte kol- aa _ 
Nieren- dauer loidale yw, awd Zusatz U mg 
breies Lésung — 
ccm Stunden ccm ecm 
Ungefahr 
05 gr 
harnsaures 
70 g Natrium in 
* 250 12 — 50 5 ccm 118,2 
treet Ag VIII n/,-NaOH ge- 
physiolo-| 250 12 ‘; 45 lést, auf | 146,1 
gische id 50 cem aufge- 
Kochsalz-} 250 12 50 —  fiillt — ent-] 172,1 
* spechend _ 
lseung 296,8 mg U 
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Tabelle 12. 














Zuge- | Destil 
Menge des K Versuchs- setztekol- j. é 
atl olatur liertes ih ice ; 
Nieren- dauer loidale Wass Zusatz U mg 
breies I Pa - asser 
s Josung 
ecm Stunden cem cem 
250 10 _ 50 . ” 39.7 
Fe(OH). | Ungefahr 69,4 
250 10 7"? 5 is" 495 0.7 gr 67,0 
id harnsaures 
On e bad ’ ° ° Reo 
250 g =00 10 5.0 45,0 Natrium in 68,9 
+1600cecm 3.8 50 ccm 
: 250 10 As,S;1II 49 5 — 71,5 
destil- 0.4 n/,-Na,CO,- 
liertes 250 10 id. 45.0 Lésung gelost 74.0 
Wasser 9,0 —auf100cem 
250 10 » a aufgefillt — | 908 3 
4 = entsprechend 
250 10 . . os I — 402,5mg U | 238.4 
J 
Tabelle 13. 
Zuge- ; 
. Jes 
Menge des Kol Versuchs- setzte kol- De stil 
lates olatur vii sa liertes eee 7 
Nieren- dauer loidale - Zusatz U mg 
culled =. Wasser 
yreies Lésung 
ecm Stunden ecm cem 
Ungefahr 
0.5 gr > 
200 g harnsaures z 
1 Liter 250 48 50 Natrium,ent-| ¢ 
- , xX sprechend ¢ 
physio- 250 48 Ag XU 45 , 7 P 
logische o Wm U-| & 
: oe ee S, 
Kochsalz- 250 48 = = oo ps 
7 v n/,-NaQOH ge- ie 
dsung 2 
lost, auf = 
25 cem auf- - 
gefiillt 








Tabellen 11—13 entnehmen wir, da die U-Zer- 
st6rung durch Nierenextrakte vom Silberkolloid in 
jedem Verhaltnisse merklich gehemmt wird, waihrend 
Ersen und Arsen sowohl in geringen als in ziemlichen 
Mengen sich indifferent verhalten. Die Hemmung ist, im 
Vergleich zur Anfachung der U-Bildung in der Milz, zwar ge- 
ringer, immerhin aber deutlich. 

Biochemische Zeitschrift Band X. 24 
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Die eigentiimliche Wirkung des kolloiden Ag veranlaBte 
uns, seinen Einflu8 auf Lésungen von harnsaurem Na zu priifen, 
und wir iiberzeugten uns, da8 es nach einigen Stunden (je nach 
Deshalb 
die Ursache der beobachteten Hemmung 


der zugesetzten Menge) Fillung hervorruft. neigten 


wir der Ansicht zu, 
sei in dieser Fallung zu suchen. Weitere Versuche iiberzeugten 
uns jedoch, dai diese Auffassung keine zutreffende ist, oder 


zum mindesten der Einschrinkung bedarf, indem bei langerer 


Versuchsdauer (Tabelle 13) die Harnsaéure, trotz Zusatzes von 
Silberkolloid, durch Nierenkolatur restlos zerstért wird. Dem- 


nach bedarf es zur befriedigenden Deutung der beobachteten 
Erscheinung weiterer Versuche. 

Gehen wir nun zur Analyse des Kinflusses unserer Kolloide 
auf die U-Zerstérung in Leberkolaturen tiber. Ihre Beurteilung 
wird durch die in der Leber gleichzeitig ablaufende und von 
den Kolloiden begiinstigte U-Bildung nicht unerheblich erschwert, 
und wir stehen hier einem Wechselspiele zum Teil in entgegen- 
gesetztem Sinne beeinfluBter Prozesse, tiber den wir uns nur 
unter Zugrundelegung der schon gewonnenen Erfahrungen einiger- 


maBen zurechtfinden kénnen, gegeniiber. Vergegenwiartigen wir 


Tabelle 14. 





Menge Vensnsth —— | Destil- 
des Kolatur | * Srsuens- seizte so" liertes ¥ 7 
dauer loidale » Zusatz U mg 
Leber- Lieu Wasser 
breies ng 
ccm Stunden ecm ccm 
570 4 — 50 254,8 
570 4 _ 501) _Ungefahr | 2543 
! 0,5 gr 
570 4 Ag Il 45 = 19750 
1500 g 5 harnsaures 
L. 5000 570 4 > _ Natrium 326,0 
ccm =. in 5 com 
physiolo- 57 4 oo 49.5 n/,-NaOH | 9902 
gische d gelést, auf 
Kochsalz-| 570 4 50 45,0 50 ccm auf- | 232,1 
lSeun. 2.8 gefiillt — ent- 
S| 570 4 | AmS.TIT! 495 | sprechend | 2848 
id 289,6 mg U 
570 4 5.0 45,0 190,2 





1) Mit 21,5 2/,9)-HCl 
5 com Fe(OH);. 


versetzt, 





entsprechend der Aciditét von 
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Tabelle 15. 








Zuge- 
Meng . g astil- 
: yas ~~ Versuchs- setzte kol- — : 
Leber- dauer — ~ Zusatz U mg 
breies _— 
cem Stunden ecm ecm 
300 18 ~ 50 1 Pa 9,0 
Fe (Oli). Ungefiaihr 
300 18 05 49,5 0,7 gr 146.0 
id harnsaures 
1000 ¢ 300 18 5.0 45,0 Natrium 48.0 
+. 2000 As.S in 50 cem 
ecm destil- 300 18 05 , 49,5 n/,-Na,CO,- 178,0 
liertes 300 i8 id. 45.0 Lisunggelést, 33.0 
Wasser 6,0 auf 100 ecm 
300 18 ry = aufgefiillt — 123,0 
ho IX entsprechend 
300 18 ‘ ty — 402,5 mg U] 146,0 
Tabelle 16. 
Zuge- P 
Menge ; & stil- 
—_ ‘a Versuchs- setzte kol- De til 
des Kolatur "re loidal liertes — . 
Sale. daauer ~s aie Woeewe BusatzZ U mg 
Lreies idoung 
ccm Stunden ecm ccm 
Ungefahr 
500 12 50 :, 0,7 gr 212,9 
1000 g \oX aarnsaures | 
2500 500 12 . 45 Natrium 371,3 
com 7 id. in 5 ccm | 497,2 
00 12 a — : sca 
physiolo- ¥ 50 n/,-NaOH ge- 
gische 500 12 Fe(OH); 495 list, auf 436.9 
Kochsalz- 0,5 50 ccm aufge- 
lisung | 500 12 ry 45,0 fiillt — ent-] 176,0 
= sprechend 
460,9 mg U 








uns, da8 die Harnsaurebildung durch kolloides Silber seine durch 
Fe(OH), und As,S, (in kleinen Mengen) begiinstigt wird, ihre 
Zerstérung aber durch Ag schwach gehemmt, durch Fe(OH), 
und As,S, unberiihrt bleibt. Trifft derselbe Sachverhalt — 
und es liegt kein Grund vor, diese Annahme a priori zurik- 


zuweisen — auch fiir die Leber zu, in welcher beide Prozesse 


sich nebeneinander abspielen, so wiire eine scheinbare, durch 
‘ 
Anfachung der Harnsaurebildung bedingte Hemmung der Uri- 


24* 
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kolyse durch alle drei Kolloide zu erwarten, welche sich auch 
tatsichlich in Tabellen 14, 15, 16 kundgibt. Zu dieser diirfte 
sich in den Silberversuchen eine reelle Verzégerung gesellen, 
und eine solche ist auch den Protokollen zu entnehmen. Es 
fallen nimlich die héchsten U-Werte auf den Zusatz von 
50cem Ag (und dirften zum gréBten Teile auf Anfachung 
der U-Bildung, zum geringeren auf Hemmung ihrer Zerstérung 
beruhen); es folgen die U-Zahlen bis Zusatz von 0,5 ccm Fe(OH), 
und As,S, (Aktivierung der U-Bildung) und zuletzt jene der 
Versuche mit 5 ccm Ag (schwache Anregung der U-Bildung, 
geringfiigige Verhinderung ihrer Zerstérung). 

GréBere Mengen (5 ccm) Fe(OH), und As,S, bedingen, wie 
wir sahen, alleinige Verzégerung der U-Bildung, womit die dies- 
beziiglichen Resultate in Tabellen 14 und 16 im Einklang stehen. 
Nicht unerwahnt méchten wir jedoch den Umstand lassen, daB 
wir iiber einen 18 stiindigen Versuch verfiigen (Tafel 15), der 
zu einem in dieser Hinsicht abweichenden Ergebnis fiihrt, der 
sich vorlaufig der Erklarung entzieht. 

Uberblicken wir die hervorgegargenen Ergebnisse 
mit Bezugnahme auf die eingangs vorgelegte Frage- 
stellung, so entnehmen wir denselben eine erfreuliche 
qualitative Ubereinstimmung mit der Stoffwechselwir- 
kung des kolloidalen Silbers, indem dasselbe auch in 
vitro eine Beschleunigung der Harnsaurebildung ent- 
spricht. Die Beziehungen der beobachteten Hemmung der 
Urikolyse zu den Vorgiingen im lebenden Organismus entziehen 
sich der Beurteilung, da das Problem der Produkte des U-Ab- 
baues schon unter physiologischen Bedingungen nicht endgiiltig 
geklart ist. 

Nachdem die Frage des prinzipiellen Einklanges der Kolloid- 
wirkung im Organismus und Reagensglas in befriedigender Weise 
gelést war, war es an der Zeit, an die Beantwortung des weiteren 
heranzutreten, ob auch die quantitativen Verhiltnisse eine 
annahernd entsprechende Ahnlichkeit erkennen lieBen. Die 
fraktionierten Harnanalysen und die gesonderte Bestimmung 
der Harnsaure hatten nimlich bei den Versuchen am Menschen (2) 
die Aktivierung des Nucleinumsatzes stark in den Vordergrund 


gestellt; entsprach nun derselben auch im Reagensglas eine ahn- 
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lich tiberwiegende Anfachung des Abbaues der Nucleinstoffe? 


Eine Entscheidung vorliegender Frage konnte auf dem Wege 


angebahnt werden, daB die Beschleunigung der Gesamtautolyse 


und des Nucleinabbaues bei Zusatz geringster, die Autolyse eben 


nach anregenden Kolloidmengen miteinander verglichen wurden, 


da erst eine Anniherung an die minimalen Mengen, die in den 


Selbstversuchen herangezogen werden und statthaft waren, ver- 


wirklicht war. 


Tabelle 17. 























_——n ; Ver- Zuge- 
des Kola- ym — kol.- H,O Gesamt-N Gesamt-U] _. — 
Leber- tur daauer oi ale samt-NI 
breies Stun- Losung 
ccm den ecm ccm gr mg mg 
880 72 -- 50 1,714 25,3 8,43 
800 g | 880 72 Ag _ 49 1,767 38,0 12,66 
4 Liter - id. ’ 
1 P 880 72 a 45 1,868 78,0 26,00 
destil- 5 
liertes | ggq | 72 id. 40 1,926 88.4 | 29,46 
Wasser 10 
$8072 = — 2027 1010 | 33,66 
Tabelle 18. 
Ver- Zuge- 
Menge ‘ . 
; Cola- suchs- setzte kol- 2) 1| Mo Ge. 
a. tur dauer| loidale H,O Gesamt-N|Gesamt- samt-NU 
breies Stun- Lésung 
ecm den ecm cem gr mg mg 
360 48 _ 50 354,0 15,8 5,26 
300 48 | AEXIV 495 | 3612 | 242 8,07 
1000 g Py 
1 35Liter| 360 48 i | 48,0 | 3752 410 | 13,66 
destil- id 
; . 4n 9 9 7 
Suton 360 48 5.0 45.0 431,2 62,1 20,70 
Wasser | 300 | 48 | 32 | 420 | 5236 716 | 239 
‘ id. ae . ons 
360 48 10.0 40,0 548.8 83,1 27,7 
Aus Tabellen 17 und 18 ersehen wir, daB auch in 


vitro der Nucleinumsatz durch das Ag-Kolloid elektiv 
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beeinfluBt wird, in dem Sinne, da8 minimale Mengen 
0,00015 g pro 100g Leber) die U-bildung relativ stirker 
und deutlicher aktivieren als die Gesamtautolyse; 
letztere wird erst bei Heranziehung etwas gréBerer 


Mengen besonders begiinstigt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse: 


1. Zwischen der Stoffwechselwirkung des kolloi- 
den Ag und der Beeinflussung der Autolyse durch das- 
selbe besteht eine prinzipielle Ubereinstimmung. 

2. Minimale Mengen Ag begiinstigen die Harnsiure- 
bildung vorwiegend im Verhaltnis zur Gesamtauto- 
lyse. 

3. Die bei der Harnsaiurebildung beteiligten Fer- 
mente werden durch Zusatz von Kolloiden (Ag, Fe(OH),, 
As,8,) aktiviert. 

4. GréBere Mengen Fe(OH), und As,S, bewirken 
Hemmung der Harnsiaurebildung. 

5. Die Urikolyse wird durch Ag verlangsamt; 
Fe(OH), und As,S, verhalten sich derselben gegeniiber 
indifferent. 
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Uber die Wirkung lipoidléslicher Stoffe auf rote Blut- 
korperchen. 
Von 


J. Traube. 


(Eingegangen am 6. Mai 1908.) 


In Pfliigers Archiv f. d. ges. Physiol. 105, 541 u. 559, 1904, 
sowie namentlich in einer neuen daselbst im Erscheinen be- 
griffenen Abhandlung habe ich Ansichten tiber das Wesen der 
osmotischen Kraft entwickelt, welche von der herrschenden 
Ansicht wesentlich abweichen, und auf welche ich hier um so 
mehr verweisen michte, als die hier folgenden Mitteilungen im 
engsten Zusammenhange zu jener erwahnten Arbeit stehen. 

Die Ubereinstimmung der  plasmolytischen Ergebnisse 
Overtons und meiner kapillarimetrischen Untersuchungen hat 
zu dem Satze gefiihrt: 

Wenn durch eine Membran zwei waBrige Losungen 
getrennt sind, so wird die Richtung der Osmose durch 
die Differenz der Oberflachenspannungen der beiden 
Lésungen (gegen Luft) bestimmt, und zwar in der 
Weise, da8B die Lésung mit geringerer Oberflachen- 
spannung in Richtung derjenigen mit groBerer Ober- 
flachenspannung diosmiert. 

Die Richtigkeit dieses Satzes wurde an den mannig- 
faltigsten physiologischen und biologischen Vorgangen geprift 
und ausnahmslos bestitigt gefunden.*) 

Nach einem sehr wichtigen, thermodynamisch und experi- 
mentell bestitigten Theorem von Willard Gibbs haben nun 
Stoffe, welche die Oberflichenspannung eines Lésungsmittels 


1) J. Traube und F. Blumenthal, Arch. f. experim. Pathol. u. 
Ther. 22, 117, 1906 und A. Bickel, Deutsche med. Wochenschr. 1905, 28. 
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verringern, das Bestreben, in die Oberfliche zu wandern, so daB 
die Konzentration in der Oberflichenschicht bei solchen Lésungen 
gréBer ist als inmitten der Fliissigkeit. Dieser Satz ‘weist 
darauf hin, daB der Haftdruck, mit welchem verschiedene 
Stoffe in der Loésung haften, d.h. an Lésungsmittel gekettet 
sind, sehr verschieden sein kann, und wir kénnen das Theorem 
von Gibbs auch in die Worte kleiden: 

Je mehr ein Stoff die Oberflachenspannung des 
Lésungsmittels vermindert, um so geringer ist sein 
Haftdruck. 

Daraus ergibt sich aber sofort eine einfache und héchst 
bemerkenswerte Beziehung von Verminderung der Ober- 
flachenspannung, Adsorption und Teilungskoeffizienten 
bzw. Lipoidléslichkeit; denn bringen wir die waBrige Phase 
etwa mit festen Phasen, wie Blutzellen, Bakterien, Membranen, 
zusammen, oder einer anderen Fliissigkeit, etwa einem Lipoide, 
so werden diejenigen Stoffe, welche die Oberflichenspannung 
des Wasses am meisten erniedrigen, sich in gréBter Konzen- 
tration an der Oberfliche der fremden Phase ansammeln und 
damit zur Adsorption, sowie zur Lésung in der fremden Phase 
am ehestem geneigt sein; daher die Adsorptionen solcher Stoffe und 
Hautbildungen, daher Overtons Beziehungen von osmotischer 
Kraft und Lipoidléslichkeit, denn im allgemeinen (aber keines- 
wegs immer, vgl. Peptone’) usw.), haben diejenigen Stoffe 
welche einen geringen Haftdruck im Wasser haben, einen 
groBen Haftdruck in Lipoiden. Entscheidend ist aber diese 
Differenz der Haftdrucke fiir die osmotische Richtung und bis zu 
einem gewissen Grade auch fiir die osmotische Geschwindigkeit.*) 
Wo also Lipoide vorhanden sind, kann man die Teilungs- 
koeffizienten nach Overten als MaB der osmotischen Kraft 
ansehen, indessen meine Theorie ist wesentlich weitgehender, 
indem sie die Differenz der Haftdrucke oder Oberflachen- 
spannungen an Stelle der Teilungskoeffizienten setzt, ganz all- 
gemein, ohne die besondere Hypothese aufzustellen, da® in 
allen Fallen beim Eintritt in die Zellen erst Lipoidhiillen 
durchquert werden miissen. 

Zu den Stoffen mit geringem Haftdrucke im Wasser ge- 


1) Siehe J. Traube und F. Blumenthal l. ¢. 
2) Siehe 1. c. Pfliigers Archiv. 
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horen nun beispielsw. die gewéhnlichen Alkohole, Ester, Ather, 
Ketone usw., ferner Stoffe wie Saponin, Gallen- und Fettsiuren 
und vor allem auch die Kolloide.*) 

Setzen wir rote Blutkorperchen in die auf physiologische 
Kochsalzstiirke gebrachten Loésungen zunichst §indifferenter 
lipoidléslicher Stoffe (wie Alkohole, Ester usw.), so wird, da 
hier eine Lipoidhille zweifellos vorhanden ist, ein Eindringen 
jener Stoffe in die Lipoidhiille erfolgen miissen. Zuniichst wird 
das Blutkérperchen infolge der Druckdifferenz eine voriiber- 
gehende Schrumpfung zeigen miissen, wie solche auch u. a. von 
Baumgarten*) beobachtet wurde; alsdann aber in dem Mate, 
wie der betreffende Stoff sich in der Lipoidhiille mehr und 
mehr konzentriert, um allmahlich die Konzentration in der 
waBrigen Phase zu iibertrefien, wird ein Gegendruck erzeugt, 
welcher von innen nach aufen fiihrt, eine Dilatation des Blut- 
kérperchens bewirkt, um schlieBlich bei einem gewissen Schwellen- 
werte einen Hamoglobinaustritt unter Zerstérung der Zelle 
herbeizufiihren. 

Da bei verschiedenen Blutkérperchen, welche sich in der- 
selben Loésung befinden, dieser Schwellenwert annihernd gleich- 
zeitig erreicht werden wird, so muB bei dieser durch mechanische 
Krafte erzeugten Hiaimolyse die Hamolyse der verschiedenen 
Blutkérperchen viel plétzlicher eintreten, als dies bei hamo- 
lytischen Vorgaingen der Fall ist, bei welchem chemische Vor- 
gange mitwirken. 

Wird andererseits obiger Schwellenwert nicht erreicht, in 
dem die Blutkérperchen in Lésungen gesetzt werden, deren 
Konzentration nicht hinreicht, um die Hamolyse auszulésen, so 
erfolgt eine Verdickung der Lipoidschicht, welche die Stabilitat 
der Blutkérperchen gegen andere Himolytika andern mul. 

Im allgemeinen wird die Differenz der Haftdrucke des be- 
treffenden Stoffes im Lipoide und in der wiferigen Phase ent- 
scheidend sein fiir den Eintritt der Himolyse; wir konnen 
also nicht erwarten, daB hier lediglich die Oberflachenspannug 
der wasserigen Phase die himolytische Wirkung bestimmt. 

Dahingegen ist bei naheverwandten, bzw. homologen Stoffen 


1) Siehe dariiber meine neueste Arbeit, Pfliigers Archiv, Anmerk 
auf der letzten Seite. 
2) Baumgarten, Beri. klin. Woch. 1901, Nr. 50. 
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die Oberflachenspannung der lipoiden Phase kaum verschieden, 
und hier konnen wir erwarten, dal die Oberflachenspannung 
der waBerigen Phase allein den hamolytischen Vorgang regelt. 

Ich habe nun friiher') gefunden, da8 waBerige Lésungen, 
welche 1 Mol. Methyl-, */, Athyl- */, Propyl- und */,, Butyl- 
alkohol . . . (oder entsprechende Ester usw.) enthalten, isokapillar 
sind, d. h. gleiche Oberflichenspannung besitzen; fiir derartige 
Lésungen mu8 somit auch, wenn die Theorie richtig ist, die 
himolytische Geschwindigkeit gleich groB sein, ausgenommen 
sind natiirlich Saéuren und Basen, bei deren hamolytischer 
Wirkung zweifellos auch chemische Vorgange mit in Betracht 
kommen. 

Die hier gegebene Theorie wird nun durch die 
Versuche in jeder Hinsicht bestiatigt. 

Fiihner und Neubauer*) haben rote Blutkérperchen 
in aquivalente Lésungen von Alkoholen, Estern usw. eingefiihrt. 
Aus ihren Zahlen seien nur die folgenden Quotienten der 
Schwellenwerte (Reaktionsgeschwindigkeiten) wiedergegeben. 

Athylalkohol 3,0 Athylacetat 
Propylalkohol 3,4 Propylacetat 3,0 


Butylalkohol Butylacetat 3,0 
Amylalkohol 3,5 Athylurethan 
Heptylalkohol Propylurethan 3,0 


Octylalkohol 3,0 


Man erkennt, da8 dem von mir gefundenen Capillargesetze 
entsprechend, im allgemeinen die hamolytische wie capillare 
Wirkung bei Anwendung Aaquivalenter Loésungen zunimmt im 
Verhaltnis 1:3:37:3°.... 

Die methylierten Anfangsglieder der Reihen, bei welchen 
sich gréBere Abweichungen finden, wurden fortgelassen, weil 
hier die Schwellenwerte zu groBe Konzentrationen ergaben, und 
das Capillargesetz nur fiir verdiinnte Lésungen gilt. 

Bei den gleichfalls untersuchten Fettsiuren und Aminen 
gilt zwar das Capillargesetz, aber der Erwartung gema8 nicht 
das haimolytische Gesetz; schon die Wirksamkeit minimaler 


1) Vgl. Pfliigers Archiv 1. c. 
2) Fiihner und Neubauer, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
56, 333, 1907. 
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Saure- bezw. Alkalimengen, die Verainderung der Farbstoffe usw. 
machen hier chemische Wirkungen unzweifelhaft. Bei den 
von Fiihner und Neubauer untersuchten Stoffen mit groBem 
Haftdruck und geringer Lipoidléslishkeit wie die Saureamide hat 
obiges Gesetz auch in capillarer Beziehung keine Giiltigkeit. 

Ich selbst habe nach der Methode von Fiihner und 
Neubauer eine Anzahl Lésungen auf ihre hiimolytische Wirk- 
samkeit untersucht und gleichzeitig die Oberflaichenspannungen 
bestimmt. 

Je 6 Tropfen') 50°/,iger gut gewaschener Blutkérperchen 
vom Rinde wurden sie bei Zimmertemperatur zusammen- 
gebracht mit 10 ccm verschieden starker Lésungen der ge- 
nannten Stoffe, welche durch Verdiinnung mit 2><0,85°/,iger 
Kochsalzlésung auf physiologische Kochsalzstirke gebracht 
worden waren. Wegen der verschiedenen Resistenz verschie- 
dener Blutkérperchen wurde stets zum Vergleich eine Standard- 
lésung gewahlt. Es wurden die relativen molaren Konzentra- 
tionen bestimmt, bei denen die vollstaéndige Hamolyse in gleichen 
Zeiten eintrat. 

Hierbei sei bemerkt, daB bei derselben Suspension 
auch die vollstandige Klarung sehr spontan erfolgte 
(siehe oben). Die capillaren Steighdhen wurden bei etwa 17° 
mit einem Rohre bestimmt, welches fiir Wasser bei jener Tem- 


peratur die SteighGhe — 91,5 mm ergab. 

Relative Capillare 

Schwellenwertkonzentrationen Steighdhe bei 
in Molen pro Liter Lésung 17° 

Methylalkohol. ...... 8,6 54,5 mm 
Atylalkohol ....... 4,1 49,7 ,, 
Propylalkohol. ...... 1,40 49,1 ,, 
Isoamylalkohol ...... 0,175 433 ., 
Dimethylathylearbinol . . . 0,67 ao » 
ae 3,00 54,5 ,, 
Methylathylketon ... . 1,10 54,0 ,, 
Methylacetat ....... 1,30 55,0 ,, 
WS ks oe es aes 1,22 62.5 ,, 
po eer ee 0,75 61,0 ,, 
Ce ee ae 0,015 91,0 ,, 


1) Mit dem von mir konstruierten bekanntenTropfglase T.K. ent- 
nommen. 
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Meine Versuche bestatigen zunichst die Ergebnisse der 
Arbeit von Fiihner und Neubauer fiir homologe Stoffe. Das 
Verhaltnis der Schwellenwerte fiir Athyl und Propylalkohol ist 
= 2,9, fiir Aceton und Methylathylketon — 2,7. 

Die Versuche lehren ferner, daB beim Vergleich nicht homo- 
loger Stoffe auch der Haftdruck in der lipoiden Phase zu be- 
riicksichtigen ist, denn kime nur die wiasserige Phase in Be- 
tracht, so miiBte die Steighdhe bei der Schwellenwertkonzen- 
tration in allen Fallen gleich gro sein. 

DaB bei der Essigsiurehimolyse inerster Linie chemische 
Wirkungen in Betracht kommen, ergibt sich mit Sicherheit, 
wenn man den Steighéhenwert beobachtet, welcher sich nur 
um 0.5mm von demjenigen des Wassers unterscheidet. 

Nach mehr als einer Richtung bemerkenswert sind die 
folgenden Versuche : 

Eine gesiittigte i-Amylalkohollésung wurde mittels einer zwei- 
fach physiologischen NaCl-Lésung auf physiologische Kochsalz- 
starke gebracht. Die so erhaltene Konzentration sei — 1 be- 
zeichnet, und durch Verdiinnung mit NaCl-Lésung wurden hier- 
aus Konzentrationen 0,5, 0,25 und 0,125 hergestellt. 

Je 2ccem dieser verschiedenen Konzentrationen wurden nun 

1. mit 2 ccm 3mal gewaschener 5°/,iger Pferdeblut- 
kérperchen und 2 cem physiologischer NaCl-Lésung 
versetzt, 

2. mit 2ccem 5°/,iger Pferdeblutkérperchen und 2 ccm 
einer 10°/,igen Hamoglobinlésung. 

Uber die Herstellung dieser Himoglobinlésung (== Blut- 
kérpercheninhalt) siehe die drittfolgende Arbeit von Traube 
und Goldenthal. Hier sei nur bemerkt, daB das Himoglobin 
himolytisch wirkt und zu diesem Zwecke als himolytisches 
Agens zugesetzt wurde. In den Kontrollésungen wurde an Stelle 
der Amylalkohollésung physiologische Kochsalzlésung zugesetzt. 


Amylalkohol Lésungen Lésungen 
Konzentration ohne Himoglobin mit Hamoglobin 
n.11/,Tg. n.3Tg. n. 6Tg. n. 11/,Tg. n. 3 Tg. 
1 voll. triibe voll. triibe vil. triibe 4/, klar voll. klar 
0,5 - 9 ger.Him. ,, klar ew we 
0,25 * - von. RF os voll. ,, 9 
0,125 o * - ws ee oe - 


0,0 » klar “ - - oo =a —— 

















Wirkung lipoidléslicher Stoffe auf rote Blutkérperchen 377 


Einige Versuche mit Athylalkohollésungen verliefen in 
analoger Weise. 

Veréffentlicht seien noch die folgenden Versuche mit 
{indergalle, zumal dieselben bei ikterischen Erkrankungen 
aktuelle Bedeutung haben. 

Frische Rindergalle wurde mit 0,85° ,iger Kochsalzlésung 
auf das l10fache verdiinnt. Diese Konzentration wurde mit 
physiologischer Kochsalzlésung auf das Doppelte, 4fache usw. 
verdiinnt. 

2 ccm diesen Lésungen wurden mit 2ccm 5°/,iger Pferde- 
blutkérperchen und 2 cem_ Kochsalzlésung bzw. 2 ccm 
10°/,iger Hamoglobinlésung (Blutkérpercheninhalt) versetzt. In 
den Kontrollésungen wurde die Gallenlésung durch NaCl-Lésung 


ersetzt. 

Konz. der ohne Himoglobin mit Hamoglobin 

Gallenlésg. n.10Std. n.20Std. n.30Std. n.10Std. n.20Std. n. 30Std. 
1:10 3/, klar v6ll. klar voll. klar °%/, klar voll. klar v6ll. klar 
1:20 voll.triibe 1/, klar ,,  ,,  vé6ll.triibe 1/,klar °3/,klar 
1:40 » 9»  VOll.triibe e. w. kl. " .  vOll.triibe w. klar 
1:80 me > » CE. + os vw “Sgeiar 
1:160 we (hk ~~ wa _ ra a é 1/, klar voll. klar 
1: 320 > ie “a ‘a ‘f +» 95  VOll. tritb. 1/, klar 
1:640 ae “me - ie a. ae 2/,klar 3/, klar 
1: 1280 is aa a. oe Pe ia fer a 3/,klar voll. klar 
Kontroll < a5 a i ” a os ya ss ” 


Die Tabellen zeigen, daB die lipoidléslichen Stoffe 
(wie Amylalkohol, Galle usw.), welche oberhalb eines ge- 
wissen Schwellenwertes als Himolysine wirken, unter- 
halb jenes Schwellenwertes eine antihamolytische 
Wirkung ausiiben, denn, wie die Versuche mit Amylalkohol 
lehren, wird u. a. die Kontroll6sung weit schneller gekliirt als 
die Lésungen mittlerer Konzentrationen. Die Konzentration 

1 fiir Amylalkohol zeigte noch nach 6 Tagen keinen Hamo- 
globinaustritt, wihrend dieselben Blutkérperchen ohne Amy]- 
alkoholhiille schon nach 1?/, Tagen vollig hamolysiert waren 
und ebenso Amylalkohollésungen von stirkerer Konzentration 
bereits in Zeitriumen von weniger als 1 Stunde hamolysierend 
wirken (siehe Tabelle Seite 2 dieser Arbeit). 


Bei den Gallenlésungen zeigen sich fiir mittlere Kon- 
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zentrationen gewisse UnregelmaBigkeiten, die — vielleicht — 
auf Fehlerquellen zuriickzufiihren sind. Aber es zeigt sich, daB 
bei mittleren Konzentrationen eine geringere hamolitische Wir- 
kung vorhanden ist, als bei der Kontrollésung. Gewisse Wider- 
spriche in den Angaben iiber die blutkérperchenzerstérende 
Wirkung der Galle!) bei Ikterus scheinen hiermit in Zusammen- 
hang zu stehen. 

Ich will noch zur Beurteilung der Oberflaichenspannung der 
betreffenden Lisungen bemerken, da8 in einem Stalagmo- 
meter (siche Anm. auf folgender Seite), welches fiir Wasser die 
Tropfenzahl 46 ergab, die Amylalkohollésung Konz. = 1 
91 Tropfen, Konz. = 0,125 58 Tropfen ergab. Die Gallenlésung 
1:20 ergab 71 Tropfen, 1:640 = 57 Tropfen. 

Biologisch von groBer Bedeutung ist noch die Tatsache, 
daB derartige lipoidlésliche Stoffe von geringem Haftdrucke 
in kolloidalen Lésungen sich haufig mit Kolloidhiillen umgeben. 
und dadurch in ihrer hamolytischen Wirksamkeit gehindert 
werden, wihrend gleichzeitig ihre Wirkung auf die Oberflaichen- 
spannung des Wassers durch die Kolloidhiille nicht zum Vor- 
schein kommt. 

Eine wasserige Lésung von Sapo medicinalis von 0,05°/, 
Saponingehalt ergab in einem Stalagmometer*), in welchem 
die Tropfenzahl fiir Wasser bei 15°== 46 war, eine Zahl von 
90 Tropfen, wahrend der Zusatz von nur 2 Th. Gelatine zu 
100 Th. dieser Lésung die Zahl auf 52 Tropfen verringerte. Ei- 
weiB wirkte in analoger Weise. 

Dementsprechend ergab eine Mischung von 

4 com ('/,,, Seife + */,,, Wasser) -- 4 ccm 1,7°/, NaCl-Lésung 
+ 4cem 5°/,iger Hammelblutkérperchen sofortige Hamolyse, 
wahrend eine Mischung von 
100 Seife +-*/ 99 2°/, Nelsongelatine) + 4ccm 1,7°/, NaCl-Lés. 
-+- 4ecm 5°/,iger Hammelblutkérperchen noch nach 3 Tagen 


4ccm(' 


keine Spur von Hiamolyse zeigten. 

Gleichartige himolytische Versuche mit EiweiB hat 
1) Vgl. Grawitz, Handb. d. Blutunters. 8. 598 u. 599. 

2) Fiir medizinische Zwecke justierte Stalagmometer sind zu be- 
ziehen durch C. Gerhardt, Lager chem. Utensilien, Bonn. Die 
Methode ist fuBerst einfach. Vgl. dariiber die Anmerk. meiner neuesten 


Arbeit, Pfliigers Archiv. 
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iibrigens schon L. von Liebermann!) ausgefiihrt, auf dessen 
schoéne Untersuchungen ich in der folgenden Arbeit noch zuriick- 
kommen werde. 

Die a. a. O.*) zu besprechenden Oberflachenspannungs- 
groBen, ferner die Hautbildung, die Beziehungen der hoch- 
molekularen Kolloide zu den Emulsionen weisen darauf hin, 
daB derartige Kolloide, wie EiweiB, sowie auch Leci- 
thin, Mastix Stoffe sind, deren Haftdruck gegeniiber 
dem Wasser nahezu =O ist, wahrend der Haftdruck 
bei Peptonen und Albumosen sehr gering aber wesent- 
lich gréBer als fiir EiweiB ist. Die letzten Abbau- 
produkte des EiweiBes, wie Glykokoll, zeigen dem- 
gegeniiber recht erhebliche Haftdrucke. Aus diesen Fest- 
stellungen erklart sich das abweichende Verhalten der Kolloide 
in bezug auf die osmotische Theorie, und ich verweise in dieser 
Beziehung auf meine demniachst in physikochemischen Zeit- 
schriften erscheinenden umfassenden Mitteilungen. 


1) Archiv f. Hygiene 62, 527. 


> 


2) Vgl. Pfliigers Arch. 1. c. 
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Von 


J. Traube. 


(Eingegangen am 6. Mai 1908.) 


Wenn man ein beliebiges Serum einige Zeit auf etwa 56° 
erhitzt, so geht eine bemerkenswerte physikalische Veriinderung 
vor sich. Die Oberflaichenspannung erfahrt eine sehr er- 
hebliche Anderung; es bilden sich Stoffe von geringem 
Haftdruck, welche die Oberflichenspannung des 
Serums erniedrigen. 

Was die Erscheinung noch beachtenswerter macht, ist 
der Umstand, dai diese Stoffe zwar bei lingerem Stehen des 
inaktivierten Serums erhalten bleiben, daB sie dagegen wieder 
verschwinden, sobald dem inaktivierten Serum aktives 
Serum zugesetzt werden. Es findet somit in diesem Falle 
eine offenbare umkehrbare Reaktion statt. 

Von den zahlreichen nach dieser Richtung angestellten 
iibereinstimmend verlaufenen Versuchen mit Rinder-, Schweine- 
und Hammelserum seien nur die folgenden erwahnt. 

In einem Stalagmometer, welcher fiir Wasser bei 17° 
46,3 Tropfen ergab, zeigten frische Rinder- und Schweinesera 
Tropfenzahlen von 51,9 bis 52,6 Tropfen. Wurde ein derartiges 
Serum */, bis */, Stunde auf etwa 56° erhitzt, so stieg die 
Tropfenzahl auf 57 bis 59 Tropfen; die Oberflachenspannung 
wird somit in erheblicher Weise erniedrigt. 

Bei einem derartigen Versuche zeigte das frische Serum 
51,9 Tropfen, nach */,stiindigen Erhitzen auf 56° war die Tropfen- 
zahl 58,2. Ein Teil dieses Serums wurde 18 Stunden lang 
hingestellt; die Tropfenzahl war alsdann 56,8 Tropfen. Es 


hatte somit ein minimaler Riickgang stattgefunden. 
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Ein anderer Teil wurde nun sogleich nach der Inaktivierung 

in wechselnden Verhiltnissen mit frischem Serum (Tropfenzahl 

51,9) versetzt und die Mischungen bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. Folgendes sind die Ergebnisse: 


Rinderserum Tropfenzahlen 
Aktives Inaktives nach nach nach nach 
1/, Stunde 15/,Stunde 6Stunden 20 Stunden’) 
1 Teil 1 Teil 54,0 53,5 52,6 50,7 
3 Teile 1 Teil 55,5 54,2 52,85 51,2 
9 Teile 1 Teil 56,9 55,6 54,1 51,8 


Wird ein Serum anstatt auf 56° auf eine geringere Tem- 
peratur, etwa 40 bis 50°, erhitzt, so erfolgt zwar auch eine Er- 
niedrigung der Oberflachenspannung, aber dieselbe ist weitaus 
geringer, und der Vorgang wird von selbst wieder riickgiingig. 

Ein frisches Serum von der Tropfenzahl 52,0 Tropfen, 
zeigte nach 2'/,stiindigem Erhitzen auf 47° die Tropfenzahl 

= 55,0 Tropfen, nach 18stiindigem Stehen war die Tropfen- 
zahl == 52,7 Tropfen. 

Nach dem in der vorhergehenden Abhandlung besprochenen 
Theorem von W. Gibbs werden nun derartige Stoffe, welche 
die Oberflaichenspannung vermindern, sofort adsorbiert oder in 
Lipoiden gelést werden miissen, sobaild man eine fremde 
Phase, etwa rote Blutkérperchen, mit dem inaktivierten Serum 
in Beriihrung bringt. 

Es wird in diesem Falle eine Verdickung der Lipoid- 
schicht eintreten miissen, welche zwar der Veranke- 
rungmiteinemspezifischenAmboceptor keineSchwierig- 
keit inden Weg stellt, aber dessen Wirksamkeit ebenso- 


sehr erschweren wird, wie dies — siehe die vorhergehende 
Abhandlung — andere derartige Stoffe von geringem 


Haftdruck (Galle, Amylalkohol usw.) tun, wenn dieselben 
unterhalb eines gewissen Schwellenwertes der Konzen- 
tration bei Gegenwart eines Himolysins roten Blut- 
kérperchen zugesetzt werden. 

Ich machte demgema8 folgende Versuche: 





1) DaB nach 20 Stunden die Tropfenzahl etwas geringer ist als 
diejenige des frischen Serums, hingt mit dem Umstande zusammen, 
da8 mehrfach beim Altern der Sera von mir eine Verringerung der 
Tropfenzah] beobachtet wurde. 
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2 ccm 5°/, ige Blutkérperchen (Rind oder Hammel) wurden 
versetzt mit 1 ccm frischen bzw. 1 ccm inaktivierten Serums dazu 
setzte ich alsdann 2 ccm der als Hamolysin wirkenden 10°/, igen 
Himoglobin- (= Blutkérpercheninhalt-) Lésung.’) 

Dieser Versuch wurde mit zehn verschiedenen Blutarten 
wiederholt, und stets mit dem Erfolge, daB die mit frischem 
Serum behandelten Emulsionen nach 1’, bis 2 Tagen 
véllig klar waren, wahrend die mit inaktiviertem Serum 
behandelten Emulsionen meist noch nach 4 bis 5 Tagen 
ein voéllig triibes Aussehen hatten. 

3 Versuche mit 5°/, igen verschiedenartigen Hammelblut- 
kérperchen und 10°/,igem Hamoglobin, bei denen je 2 ccm mit 
2 ccm auf das 10fache mit physiologischer Kochsalz- 
lésung verdiinnten Seris versetzt wurden, fiihrte zu dem 
gleichen Ergebnisse. Nach 30 Stunden waren die Emul- 
sionen mit frischem Serum vO6llig klar, diejenigen mit 
inaktiviertem Serum durchaus ungeklart. Die Versuche 
unterscheiden sich daher in nichts von den Versuchen in der 
vorhergehenden Arbeit mit Galle, Amylalkohol usw. 

Es ist von mehreren Forschern, wie v. Baumgarten,?) v. 
Lie bermann,’) darauf hingewiesen worden, daB in inaktiviertem 
Serum beim Zusammentreten verschiedener Blutkérperchen 
nicht jene Deformierungen beobachtet wurden, welche fiir die 
Agglutination charakteristisch sind; man hat demgemaB einen 
anderen Namen: Agglomeration vorgeschlagen. Mir scheint es, 
daB diese Beobachtungen in bestem Einklange mit der An- 
nahme stehen, daS die Blutkérperchen in inaktiviertem Serum 
eine Verstaérkung ihrer Hiille erfahren. 

Diese Verstirkung der Hiille ist aber nicht lediglich eine 
Hypothese, sondern sie ist so fest begriindet wie das thermo- 
dynamisch und experimentell begriindete Prinzip von Gibbs 
selbst, und die Frage draingt sich uns auf, inwieweit die hier 
beschriebenen Beobachtungen uns Aufklirung geben kénnen 
iiber die Natur-der sog. Komplemente. 


1) Siehe die vorhergehende Arbeit sowie die folgende Arbeit von 
Traube und Goldenthal. 

2) Verhdl. d. Deutsch. pathol. Ges. 5, 46, siehe S. 51. 

3) Arch. f. Hygiene 62, 277. 
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Man ware geneigt folgendes anzunehmen: 

Beim Inaktivieren des Serums bilden sich Stoffe von ge- 
ringem Haftdrucke, welche, da sie die Lipoidhiille verstarken, 
als Antihimolysine die Wirkung spezifischer und _ sonstiger 
Himolysine abschwichen. Da aber jene Stoffe von geringem 
Haftdruck auf Zusatz frischen Serums wieder verschwinden, 
so wirkt das sog. Komplement in der Weise, daf es einen 
Hemmungskoérper, die Hiillsubstanz, zerstért und das Blut- 
kérperchen hinreichend schwicht, so daB es nunmehr dem An- 
griff des verankerten Amboceptors nicht mehr zu trotzen ver- 
mag. Daf’ manche frische Sera Antikomplemente enthalten, 
wire in keiner Weise auffallend, da manche Sera Peptone 
enthalten (bei Uramie) und beispielsweise die geringste Menge 
Pepton antikomplementir wirken mu8, insofern ja die Haut- 
bildung von Peptonen hinlanglich bekannt ist. DaB ein Amob- 
ceptor sich verankern kann, ohne zu wirken, sehen wir ja 
auch beim Abkiihlen der hamolytischen Systeme auf 0°. In 
dem einen Falle wird die Reaktion durch Verstirkung der 
Hiille, im anderen Falle durch Erniedrigung der Temperatur 
beeintriachtigt. 

Ob die hier entwickelte Theorie ausreicht, um all den 
mannigfaltigen Beobachtungen, die von berufenster Seite erfolgt 
sind, gerecht zu werden, wage ich als Outsider nicht zu ent- 
scheiden. Mich selbst hat die Beobachtung stutzig gemacht, 
daB die Klarung nicht so vollstandig erfolgt, wenn ich, wie 
ich dies auch wiederholt tat, zu den Blutkérperchen erst das 
inaktivierte Serum und nachher aktives Serum -;}~ Himolysin 
fiigte, als wenn ich das inaktivierte Serum zunichst mit dem 
aktiven Serum mischte und dieses Gemisch — Hamolysin den 
Blutkérperchen zusetzte. Ebenso fand ich, daB Altere Sera 
auf inaktiviertes Serum ebenso wirkten wie frische Sera. 
Gegen diesen Einwand wire allerdings geltend zu machen, dab, 
wie obige Versuche zeigen, selbst auf das l0fache ver- 
diinntes inaktiviertes Serum, durch den Zusatz von 
Blutkérperchen und Hamoglobin auf das 30fache ver- 
diinnt, noch stark antikomplementar wirkt, obwohl die 
Tropfenzahl sich bei dieser Verdiinnung nur um einen 
Bruchteil eines Tropfens von dem gleich konzentrierten 
aktiven Serum unterscheidet. 


on* 
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Hieraus folgt, daB die geringsten Mengen von 
Stoffen, welche die Oberflachenspannung vermindern 
(beispielsweise auch Toxine), welchesich in alten und auch 
namentlich pathologischen Seris vorfinden mégen, zu 
gering, um mit Stalagmometer oder Capillarimeter 
nachweisbar zu sein, antikomplementire Wirkungen 
ausiiben kénnen. 

Ich halte es indessen fiir sehr wohl méglich, da8 meine 
Annahme allein nicht ausreicht, um simtlichen Beobachtungen 
gerecht zu werden. Es ware ja sehr wohl denkbar, daf ver- 
schiedene Umstande beim Inaktivieren der Sera zusammen- 
wirken kénnen;so kénnte méglicherweise auch der von Liebermann 
festgestellte gréBere Alkaligehalt der inaktivierten Sera in 
Betracht kommen. Eines indessen méchte ich behaupten: 
daB die hier gemachten Beobachtungen nicht gleichgiiltig sind 
und wenn nicht ausschlieBlich, so doch sehr wesentlich mit 
in Betracht kommen bei der Entscheidung iiber die Frage 
der unterschiedlichen Wirkung aktiver und inaktivierter Sera. 

Ich habe nun bisher die chemische Seite der Frage ganz 
auBer acht gelassen, und da es sich hier in erster Linie um 
einen physikalischen Vorgang handelt, so ist es fiir die 
Theorie auch recht gleichgiiltig. ob wir wissen, welcher Art die 
Stoffe sind, die beim Erhitzen des Serums frei werden. 

Dennoch setzen mich die schénen Arbeiten von v. Lieber- 
mann’), dem ich fiir persénliche Ratschlige noch besonders 
verpflichtet bin, in den Stand, mir auch hieriiber eine Meinung 
zu bilden. Die Sera enthaltene fettsaure oder gallensaure Salze, 
deren Wirkung bei gewodhnlicher Temperatur durch die Kolloid- 
hiille (siehe meine vorhergehende Arbeit) kaschiert wird. 

Beim Erhitzen tritt nun nach meiner Ansicht in erster 
Linie eine Hydrolyse ein: dafiir spricht der Umstand, 
daB derartige Hydrolysen beim Erwairmen waBriger Losungen 
von Salzen schwacher Siuren mit Basen hinlainglich bekannt 
sind; dafiir spricht ferner die Reziprozitat der Reaktion, die 
Erhéhung des freien Alkaligehaltes beim Erwarmen der Sera, 
vor allem auch der Umstand, daf8 nach meinen friheren 


1) Siehe u. a. diese Zeitschr. 1907 die Arbeiten von v. Lieber- 
mann sowie auch Noguchi. 
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Untersuchungen’) freie Fettsiuren und Gallenséiuren die Ober- 
flachenspannung des Wassers weit stirker erniedrigen, als 
deren Salze. Bemerkenswert sind in dieser Beziehung nament- 
lich die folgenden Versuche. 

Liebermann wies darauf hin, dai durch Saurezusatz 
zum frischen Serum dieselbe antikomplementire Wirkung er- 
zielt wird, wie durch Inaktivieren des Serums. Ich selbst 
fand, als ich 6ccem eines frischen Rinderserums tropfenweise 
(1 Tropfen = 0,06 cem) mit 0,25 mol. Schwefelséure versetzte, 
folgendes: 

Tropfenzahl 


6 ccm Rinderserum 0 Tropfen H,SO, 50,8 
x " 5, = 53,3 

e Lew . - 57,0 

. a> f 61,3 

: 20 , = 64,3 
30 e! - 64,0 


Entsprechende Versuche mit Hammelseruin ergaben ein 
Ansteigen der Tropfenzahl bis 64,6. 

Man kann auf diese Weise dem Fett- oder Gallensaure- 
gehalt in Fliissigkeiten wie Blutserum, Mageninhalt, Milch usw. 
titrieren, vielleicht verdient diese einfache Methode Beachtung. 

Wenn man ein solches mit Siure versetztes Serum langere 
Zeit stehen laBt, so findet offenbar eine sekundiére Reaktion 
statt; das Serum wird sehr zahe, und Natron bewirkt keinen 
Riickgang der Reaktion; setzt man dagegen alsbald NaOH zu, 
so zeigt sich dieselbe Erscheinung, wie beim Ver- 
mischen von inaktiviertem Serum mit aktivem Serum. 
Die Tropfenzahl geht auf den urspriinglichen Wert zuriick. 

6 cem frisches Rinderserum (Tropfenzahl 50,8) wurden 
mit 25 Tropfen 0,25 mol H,SO,-Losung versetzt. Die Tropfen- 
zahl war nunmehr = 65,9 Tropfen. Nach alsbaldigen Zusatze 
von hinreichenden Mengen Natrons war die Tropfenzahl 

nach 5 Minuten = 56,8 (teilweise infolge der Verdiinnung) 

,» 1 Stunde = 54,0 
2 ie = 52,6 
18 = 51,4 


1) Vgl. u. a. Anm. Chem. Pharm. 265, 27. 


” 
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Alles spricht somit fiir einen hydrolytischen Vorgang beim 
Inaktivieren des Serums; indessen dieser Vorgang mu8 mit 
einem zweiten Vorgange verbunden sein, an welchen physikalisch 
oder chemisch das Eiweif beteiligt ist. Es wird Sache der 
physiologischen Chemiker sein, hiertiber Klarheit zu verschaffen. 

Mir selbst erscheint die physikalische Seite des Problems 
weit beachtenswerter als die chemische, denen die Giiltigkeit 
des Princips von Gibs ist von der besonderen chemischen 


Natur der Stoffe unabhingig. 














Zur Frage der Virulenz der Bakterien. 
Von 
J. Traube. 


(Eingegangen am 6. Mai 1908.) 


Wenn eine Zelle oder ein Zellkomplex, beispielsweise ein 
Bakterium, auf einem fliissigen Nahrboden sich entwickelt, so 
werden die Zellen um so lebensfahiger sein, je mehr die osmo- 
tische Kraft, welche vom Innern des Zelleibes ausgeht, der 
osmotischen Kraft der AuBenfliissigkeit das Gleichgewicht halt. 
Zwar werden gewisse Druckunterschiede von der Zellmembran 
ertragen werden, aber es gibt doch, wie sich aus meinen Be- 
obachtungen an Blutzellen usw. ergibt,’) einen Schwellenwert 
der Druckdifferenz, bei welchem das Bakterium ebenso zugrunde 
gehen mu8, wie jede andere Zelle. 

Ahnliche Ansichten sind bereits friiher von v. Baumgarten’) 
entwickelt worden, aber v. Baumgarten stand auf dem Boden 
der osmotischen Theorie und glaubte, daB nur die Zahl der 
gelésten Teilchen zu beiden Seiten der Membran fiir den os- 
motischen Vorgang entscheidend sei. 

Ich habe indessen gezeigt, daB die Differenz der Ober- 
flichenspannungen*) zu beiden Seiten der Membran, bzw. die 
die Differenz der Haftdrucke in der wisserigen und Lipoid- 
phase als Ma der osmotischen Kraft gelten miisse. Daraus 
ergibt sich die nicht abweisbare Folgerung, daB Bakterien, 


welche auf einem Niaihrboden von bestimmter Ober- 


1) Siehe die vorhergehende Arbeit ,,Uber die Wirkung_ lipoidlés- 
licher Stoffe auf rote Blutkérperchen.* 

2) Verh. d. pathol. Ges. 2, 247 und 5, 46, ferner Berl. klin. Woch. 
1901, Nr. 50, S. 1. 

8) Siehe meine Arbeit Pfiigers Arch., letzter Jahrgang. 
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flaichenspannung sich entwickelt haben, vollstandig 
oder gréBtenteils zugrunde gehen miissen, wenn die- 
selben auf Nahrbéden von wesentlich verinderter 
Oberflichenspannung gesetzt werden. 

Peptone erniedrigen die Oberflichenspannung sehr stark, 
und Bakterien, welche auf einer peptonhaltigen Bouillon ge- 
ziichtet sind, kénnen nicht gedeihen, wenn sie in ein Blutserum 
eingesetzt werden, welches eine nur wenig geringere Oberflichen- 
spannung als das Wasser hat. Dasselbe gilt natiirlich umgekehrt. 
Gerade diejenige Mehrzahl der Bakterien wird zugrunde gehen, 
deren Bakterienleib mit dem bisherigen Nahrboden am besten 
im Oberflichenspannungsgleichgewicht sich befand, dahingegen 
wird von denen, welche am wenigsten angepaBt waren, sich 
nunmehr unter den neuen Bedingungen ein gréBerer Prozentsatz 
entwickeln kénnen. 

DaB diese Auslese mit einer Anderung der Virulenz 
verbunden ist, kann nicht auffallen. Soll die Lebensfihig- 
keit und Virulenz der urspriinglichen Art bewahrt 
werden, so hat man Sorge zu tragen, daB (abgesehen von 
anderen bekannten Faktoren) die Oberflachenspannung des 
neuen Nahrbodens derjenigen des alten Naihrbodens 
gleicht. Will man andererseits die Virulenz in be- 
stimmter Weise andern, so wird man die Oberflachen- 
spannung des Nahrbodens ganz allmahlich in syste- 
matischer Weise andern miissen. 

Zu _ beriicksichtigen ist, da8B, wie rohe Versuche von mir 
ergaben, die Bakterien bei ihrem Wachstum durch Ver- 
brauch von Pepton usw. selbst die Oberflichenspannung 
des Nahrbodens verindern, und ihr Wachstum, der 
Stillstand desselben, die Verinderung der Virulenz 
ist offenbar auf das engste damit verknipft. 

Sehr bemerkenswert vom Standpunkte der hier entwickelten 
Ansichten ist das unterschiedliche Verhalten des gewohnlichen / 


und inaktivierten Blutserums in bezug auf das Bakterien- 


wachstum. 

Wie in der vorhergehenden Abhandlung eingehend erdrtert 
wurde, befinden sich im inaktivierten Serum Stoffe, welche 
dessen Oberflichenspannung erheblich vermindern. Es wird 
danach verstindlich, weshalb inaktiviertes Serum im 
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allgemeinen das Bakterienwachstum weit weniger be- 
eintrachtigt, als die gewéhnlichen Sera. 

Die Oberflachenspannung von den Seris_ verschiedener 
Tierarten unterscheidet sich, soweit die bisherigen Versuche 
reichen, nur wenig.!) Doch scheinen bestimmte Unterschiede 
bei manchen Tiergattungen vorhanden zu sein, und jedentalls 
kann man sich nach dem, was im letzten Teile der vorher- 
gehenden Abhandlung gesagt wurde, nicht wundern, wenn 
selbst kleine, kaum meBbare Oberflichenspannungs- 
differenzen groBe unterschiedliche Wirkungen auf 
Bakterien ausiiben. 

Die hier entwickelten theoretischen Ansichten sind einst- 
weilen vorwiegend hypothetischer Natur. Die Priifung dieser 
Hypothese bietet eber nach allen Seiten experimentelle An- 
grifispunkte. Ich selbst, der ich auf dem Gebiete der Bak- 
teriologie nicht zu Hause bin, weif nicht, ob ich durch 
geeignete Mitarbeiter in den Stand gesetzt werde, an dem hier 
abgesteckten vielseitigen Programme mitzuarbeiten.*) Die Arbeit 
selbst erscheint mir indessen um so lohnender, als alle bis- 
herigen Hypothesen iiber die wichtige Virulenzfrage sich als 
nicht ausreichend erwiesen haben. 


1) Versuche dariiber sind im Gange. 
) Ich wiirde gern hierzu bereit sein. 











Das rote Blutkérperchen und sein Inhalt. 
Von 


J. Traube und Dr. Clara Goldenthal. 


(Eingegangen am 6. Mai 1908.) 


Durch theoretische Erwagungen kinetischer Art wurden 
wir zu der Vermutung gefiihrt, daB der Inhalt der roten Blut- 
kérperchen selbst, insbesondere das Haimoglobin ein hamolytisches 
Agens sein miisse. 

Unsere Erwartungen bestatigten sich. Wir verfuhren zu- 
nachst so, daB wir uns aus dem defibrinierten Blute getéteter 
Tiere eine Aufschwemmung 3 mal gewaschener und zentrifugierter 
5° ,iger Blutkérperchen herstellten. Ferner wurden mit Hilfe 
von gleichen Teilen destillierten Wassers und alsdann doppelt- 
physiologischer Kochsalzlésung verschieden starke Lésungen des 
haimoglobinhaltigen Zellinhalts dargestellt, und diese Lésungen 
wurden sodann unter verainderten Mengenv -rhaltnissen mit den 
Blutkérperchen zusammengebracht. 

Ein Vergleich mit Kontrollésungen, in denen die Himo- 
globinlésung durch physiologische Kochsalzlésung ersetzt war, 
ergab dann, daB die Haimolyse in den hamoglobin- 
haltigen Lésungen weitaus schneller vor sich ging 
als die ,,Autolyse“ in den Kontrollésungen. 

Bei wachsendem Hamoglobinzusatz nahm die himolytische 
Wirkung meist in entsprechenden Verhiltnissen zu, indessen 
wire es moéglich, daB8 hier gewisse Optima der Wirkung be- 
stehen. 

Ein Zusatz von Serum verlangsamt die himolytische Re- 


aktionsgeschwindigkeit, ein Ergebnis, welches ja auch nicht 
weiter auffallend ist. 

Da8 tatsichlich das Himoglobin die wirksame oder jeden- 
falls die wirksamste hamolytische Substanz unter den Stoffen 
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ist, welche den Zellinhalt bilden, haben wir durch die liebens- 
wirdige Bereitwilligkeit des Herrn Geheimrat E. Salkowski in 
Berlin entscheiden kénnen, welchem wir fiir die Uberlassung 
frisch dargestellten Hundehimoglobins zu grofiem Danke ver- 
ptlichtet sind. 

Die wisserigen Lésungen diese Hundehimoglobins fiihrten 
eine etwa ebenso schnelle Haimolyse herbei, wie — in bezug 
auf den Hamoglobingehalt — etwa gleich konzentrierte Losungen 
des Zellinhalts. 

Wir bemerken, da da, wo es erforderlich schien, quan- 
titativ vergleichende Untersuchungen mit Hilfe von Reichls 
Colorimeter ausgefiihrt wurden. Meist konnte indessen da- 
von abgesehen werden, nachdem wir uns iiberzeugt hatten, 
daB im allgemeinen der Hamoglobingehalt bei verschiedenen 
Tieren, namentlich derselben Spezies, in ziemlich engen Grenzen 
schwankt und nachdem wir ferner sahen, daf weitere Ergeb- 
nisse dieser Arbeit, auf welche wir sogleich eingehen werden, 
von geringeren Schwankungen der Quantititsunterschiede nur 
wenig beeinfluBt wurden. 

Als dagegen erkannt wurde, dai die Resistenz roter 
Blutkérperchen nicht nur bei Tieren virschiedener Spezies, 
sondern auch bei Tieren derselben Art innerhalb sehr weiter 
Grenzen schwankte, schien es uns wichtig, an einem gréfSeren 
Materiale vergleichende Untersuchungen in der Weise anzustellen, 
dab wir stets unter annahernd gleichartigen Bedingungen ar- 
beiteten. 

Es wurden aus verschiedenen Bluten derselben oder ver- 
schiedener Tierspezies 5°/, ige Blutkorperchenaufschwemmungen 
und 10°/ 


Nunmehr wurden je 2 ccm jeder Blutkérperchenauf- 


oige Hamoglobinlosungen hergestellt. 
schwemmung mit 2 ccm jeden Hamoglobins versetzt; dazu 
kamen entsprechende Kontrollésungen, welche anstatt des 
Himoglobins nur Kochsalz enthielten, so daf bei einem Ver- 
gleiche von z. B. 4 Bluten 20 verschiedene Suspensionen mit- 
einander verglichen wurden. Nach anfanglichem Erwarmen auf 
37° haben wir es spiter vorgezogen, nur bei Zimmertemperatur 
stehen zu lassen; und es wurde nun der Fortgang der Reaktion 
bis zur volligen Klairung beobachtet, mit und ohne Hilfe des 
Reichlschen Colorimeters. 
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Wir sehen von einer Veréffentlichung unserer umfassenden 
EKinzelbeobachtungen, die mit nahezu 100 Blutarten angestellt 
wurden, ab, und werden w. u. nur die Ergebnisse in einer 
Tabelle zusammenfassen. In Zwischenriumen von mehreren 
Stunden wurde der Fortgang der Himolyse beobachtet, und 
dabei zeigte sich zunichst, daB die hamoglobinhaltigen Lésungen 
weit schneller geklart wurden als die Kontrollésungen, da8 
ferner die Resistenz der Blutkérperchen und die Wirksamkeit 
des Himoglobins innerhalb weiter Grenzen schwankte. Wahrend 
zuweilen aber selten — die vollstandige Klirung unter obigen 
Versuchsbedingungen bereits nach wenigen Stunden erfolgte, 
gebrauchten die meisten haimoglobinhaltigen Suspensionen zur 
volligen Haimolyse eine Zeitdauer von 24 bis 48 Stunden, wiihrend 
die Autolyse der entsprechenden Kontrollésungen wesentlich 
langsamer verlief. Bemerkenswert war nun, da®8 die Reihen- 
folge in bezug auf die Klarung der Kontrollésungen in dep 
weitaus meisten Fallen die gleiche war, wie bei den iibrigen 
Lésungen. Hieraus folgerten wir, da8 die Autolyse der roten 
Blutkérperchen auch nur auf die Wirkung des zunachst aus 
den wenigst resistenten Stellen frei gewordenen Hamoglobins zu- 
rickzufiihren ist. 

Das wichtigste Ergebnis obiger Versuche ist aber unzweifel- 
haft; die Feststellung, daB die Reihenfolge, welche sich fiir die 
Wirksamkeit ein und desselben Haimoglobins auf verschiedene 
Blutkérperchenaufschwemmungen ergibt, dieselbe ist, wie die- 
jenige, welche sich fiir die Wirksamkeit der aus diesen ver- 
schiedenen Blutkérperchen gewonnenen Himoglobine auf ein und 
dieselben Blutkérperchen ergibt. 

Je weniger resistent eine rote Blutzelle ist, umso 
groBere himolytische Kraft hat ihr Inhalt. 

Der Gedanke, da hier Quantititsunterschiede den Aus- 
schlag geben, konnte, wie erwahnt, durch besondere Versuche 
mit Hilfe von Reichls Colorimeter leicht widerlegt werden, 
und es bleibt nichts anderes iibrig, als irgendwelche Qualitats- 
unterschiede der Wirkung anzunehmen. 

Jenes Gesetz erschien uns hinreichend beachtenswert, um 
es an einem gréBeren Material in der besprochenen Weise zu 


prifen. 
Wir fassen das Ergebnis unserer Versuche an Tieren aus 
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dem Schlachthause und einer Anzahl kranker Tiere (vgl. w. u.) 


in folgender Tabelle zusammen: 


Blutkérperchenresistenz. 
1. Rind < Hammel. 
2. Rind Hammel. 
3. 4Schweine I II IT—III Ill.-Iv. 
4. 4 Rinder IIT<IV=<I I III. 


. 3 Hammel UWI <I < IL. 


6. Rind Stier < Kalb I < KalbII. 
7. Rind II <I [il Kalb I = II 
ITT. 
8. RindII-— KalbI<Rind I— KalblII. 
9. RindI — Kalb II =< KalbI 
Rind II. 
10. Schwein < Rind < Hammel 
- Pferd. 
11. Schwein Hammel Pferd 
* Rind. 
12. Pferd Il< Ratte < Kaninchen I 


It < Pferd I. 


13. Schwein < Rind — Hammel 
Pferd. 

14. Schwein Hammel Rind 
Pferd. 

15. Hammel Rind —<— Schwein. 

16. Hammel < Rind < Schwein. 


17. Hamoglobinaminrind Brust- 


seuchepferd < normales Pferd 
<anamisches Pferd. 
. Animiepferd < normales Pferd 
Brustseuchepferd. 
19. Naganapferd < Brustseuchepferd 
normales Pferd. 
20. Brustseuchepferd < normal. Pferd 
anaimisches Pferd. 
Schweinepestpferd Naganapferd 
normales Pferd. 
Hamoglobinurierind - 
entziindungspferd - 
Pferd. 
Normales Pferd 
animisches Pferd 


Brustfell- 
normales 


Brustseuchepferd 
Schweine- 
pestpferd. 
Normales Pferd 

dungspferd I 


Brustfellentziin- 
IT. 


Himolysierende Kraft des 
Himoglobins. 
tind > Hammel 


Rind Hamme! 

i> f= i i> Iv. 

WI>IV>I1I=—Imil. 

III >I II. 

Rind >> Stier > Kalb I > Kalb II. 

Rind I II > Ill Kalb I Il 
III. 

Rind I > II > KalbI >> ITI. 

tind II > Kalb II > Kalb I 

> Rind I. 

Schwein ~ Rind > Hammel 
Pferd. 

Schwein > Hammel > Pferd 
Rind. 

Pferd II Kaninchen I > II 


- Pferd I > Ratte. 
Schwein tind > Hammel 
Pferd. 
Hammel Rind 
Pferd. 


Schwein 


- Schwein 
Rind Hammel. 
Rind 
(Hamoglobieimie) Rind 

Pferd 


seuchepferd. 


Hammel > Schwein. 
normal. 
anim. Pferd Brust 
Animiepferd > Brustseuchepferd 
normales Pferd. 
Naganapferd > Brustseuchepferd 
> normales Pferd. 
Brustseuchepferd > normal. Pferd 
andmisches Pferd. 
Schweinepestpferd > Naganapferd 
-normales Pferd. 
Hamoglobinurierind Brustfell- 
entziindungspferd ~ - normales 
Pferd. 
Normales Pferd 


aniimisches Pferd 


Brustseuchepferd 
Schweine- 
pestpferd. 

Brustfellentziin- 
II. 


Normales Pferd 
dungspferd I 
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Wir sehen, da das Gesetz sich in den weitaus meisten 
Fallen bestatigt. Wie weit die Abweichungen mit Quantitats- 
unterschieden zusammenhingen, wurde nicht in allen Fallen 
entschieden. 

Vielleicht verdient die sich auf die Untersuchung von 
insgesamt 12 Kalbern und ebensoviel Rindern erstreckende Fest- 
stellung Erwihnung, da®B in der Mehrzahl der Fille die Re- 
sistenz der Kialberblutkérperchen gréBer war als diejenige der 
Blutkérperchen vom Rinde. 

Die Erkenntnis, da8 die Hamoglobine blutkérperchenzer- 
stérende Eigenschaften haben, verdient vom Standpunkte der 
Pathologie aus Beachtung. Bei der Hiamoglobinimie und 
sonstigen Bluterkrankungen, die zu anamischen Zustanden 
fiihren, ist jener Tatsache, die iibrigens bereits vermutet wurde, 
Beachtung zu schenken. 

Dank der groBen Liebenswiirdigkeit der Herren Dr. Pfeiler 
und Dr. Hempel und des Institutsvorstandes Herrn Dr. Knuth 
von der Tierarztlichen Hochschule in Berlin wurden wir in den 
Stand gesetzt, das bereits in der obigen Zusammenstellung 
mitberiicksichtigte Material von Pferden, welche an Animie, 
Brustseuche, Brustfellentziindung, Nagana und Schweinepest 
litten, sowie eine Kuh zu untersuchen, welche noch die Folgen 
der Hamoglobinimie nicht itiberwunden hatte. 

Leider fiihrten die Versuche nicht zu so durchsichtigen 
Ergebnissen, wie wir gewiinscht hatten. Als Mittelwert der 
Resistenz der Blutkérperchen, berechnet aus der Zeitdauer 
bis zur vollstandigen Himolyse fanden wir fiir 8 normale 
Pferde = 46 Stunden, wahrend die Mittelwerte fiir verschiedene 
Krankheiten, wie Nagana, Schweinepest und Himoglobinimie, 
wesentlich geringer waren, 26, 30 und 28 Stunden. Bei einem 
Falle von Schweinepest erfolgte schon die vollstindige Hiamolyse 
in 4Stunden, und ebenso erwies sich die Resistenz der Blut- 
koérperchen bei der nach dieser Richtung besonders interessanten 
Hamoglobinimie als sehr gering, und dementsprechend die 
himolytische Kraft des betreffenden Blutkérpercheninhaltes als 
sehr groB. 

Herr Dr. Knuth machte uns darauf aufmerksam, da8 
nach seinen Beobachtungen diejenigen an Texasfieber erkrankten 


Tiere am ehesten gesundeten, bei welchen eine reichliche Himo- 
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globinausscheidung durch die Nieren erfolgte. Es gelangten auch 
fiinf Falle von ansteckender Animie zur Untersuchung. Die 
mittlere Resistenz der Blutkérperchen war aber sehr erheblich 
== 42 Stunden, woraus wohl geschlossen werden darf, da die 
Krankheitsursache nichts mit den Wirkungen der Haimoglobine 
zu tun hat. 

Am Schlusse dieser Betrachtungen mochten wir die Frage 
aufwerfen, inwieweit sich die hier gemachten Erfahrungen 
an roten Blutkérperchen etwa verallgemeinern und auf andere 
Zellen und Zellsysteme ausdehnen lassen. Man denkt unwill- 
kiirlich an die zahlreichen ,,autolytischen‘‘ Vorgange sowie an 
die jedem Pathologen bekannte Tatsache, dais geschiadigte 
Zellen Giftwirkungen besitzen. 

Wird durch ein Toxin oder ein sonstiges Agens eine Zelle 
und dessen Inhalt in spezifischer Weise verindert, so bedarf 
es zur weiteren Fortwucherung der Erkrankung weder eines 
Infektionserregers noch der weiteren Gegenwart des nur als 
Katalysator wirksamen Toxins, sondern wenn das, was hier fiir 
die Blutkérperchen gefunden wurde, verallgemeinert werden 
darf, so wiirde nun der spezifisch veranderte Zellinhalt auf 
Grund des genannten Gesetzes weiterwirken und nach einer 
gewissen charakteristischen Inkubationszeit wiirde die Wirkung 
des katalysierenden Toxins und der krankhaft verinderten Zell- 
inhalte sich geltend machen. 

Wir miissen den Pathologen die Entscheidung iiberlassen, 
inwieweit sie diese Verallgemeinerung unserer Versuchsergebnisse 
sowie diese Hypothese itiber die Wirksamkeit von Toxinen und 
die Inkubationszeit gelten lassen wollen. Wir verweisen dies- 
beziiglich auf die Ausgangsbetrachtungen der folgenden Mit- 


teilung. 











Zur Spezifizititsfrage. 
Von 
J. Traube. 
(Eingegangen am 6. Mai 1908.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Der Begriff der Tautomerie darf wohl als bekannt voraus- 
gesetzt werden. Ein jeder Chemiker weif, daB die Gegen- 
wart gewisser Gruppen in dem Molekiile einer organischen Ver- 
bindung zu einer héchst labilen Klasse von Isomerieerschei- 
nungen Veranlgssung gibt, einer Labilitat, welche so groB sein 
kann, daB® die Trennung der tautomeren Formen den griéBten 
Schwierigkeiten begegnet und die kleinste Anderung des Milieus, 
beispielsweise des Lésungsmittels erhebliche Anderungen des etwa 
vorhandenen Gleichgewichtszustandes hervorzurufen imstande 
ist. Ich sage auch gewiB nichts Neues, wenn ich auf die groBe 
biologische Bedeutung dieses Tautomeriegebietes hinweise, denn 
es ist allgemein bekannt, da das EiweiBmolekiil eine groBe 
Anzahl derartiger tautomerer Umwandlungen fahiger Gruppen 
enthalt, und wenn wir von der aufSerordentlichen Labilitat der 
tiweiBstoffe héren, wenn wir erfahren, daB beispielsweise das- 
selbe Eiwei8 in einem alkalischen Milieu sich verschieden ver- 
halt von demjenigen in saurer Umgebung, so ist es gewiB nahe- 
liegend, daB wir dieses abweichende Verhalten mit tautomeren 
Umwandlungen in ursiéchlichen Zusammenhang bringen. 

Was aber ein Alkaliteilchen zustande bringt, das wird 


sicherlich auch zuweilen ein Toxinteilechen vermégen, und 
wir bewegen uns gewi3 nicht auf schwankendem Boden, wenn 
wir die Annahme machen, daB viele Toxine das Protoplasma 
in bestimmter Weise zu veraindern vermégen. Diese Verande- 
rung einer EiweiSmolekiils seitens eines Toxinteilchens muB8 
aber spezifisch sein. 
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Wir wollen einmal die vereinfachte Annahme machen, ein 
EiweiSmolekiil hatte insgesamt nur 10 tautomere Gruppen 
(in Wahrheit ist die Zahl natiirlich weitaus gréBer), welche 
teilweise verschieden sind, dann kann dieses EiweiSmolekiil 
unter dem Einflusse von Katalysatoren etliche hundert tau- 
tomerer Formen annehmen. Man erkennt, wie groB die Zahl 
der Rezeptoren ist, welche durch die Gegenwart verschiedener 
Toxine gebildet werden. 

Ist aber etwa unter dem Einflusse eines Toxins ein solcher 
Rezeptor gebildet, der natiirlich auch ein Spaltungsprodukt des 
EiweiBes sein kann, so wird nach den Lehren der Gleich- 
gewichtslehre und der Massenwirkung die Bildung dieses einen 
Rezeptors die Bildung weiterer Rezeptoren gleicher Art zur 
Folge haben. Das Weigertsche Gesetz ergibt sich als eine 
Folgerung der Mechanochemie,') und wir brauchen hier nicht 
einmal an die Krystalle der stabilen Modifikation zu erinnern, 
welche man in die Schmelze der labilen Modifikation desselben 
Stoffes hineinwirft. Auch wenn die Stabilitat des Rezeptors 
unter den gegebenen Umstinden nicht gréSer wire, als die- 
jenige seiner Muttersubstanz, miiSte die Rezeptorenbildung 
weiter fortschreiten, gleichgiiltig, ob das katalysatorisch wir- 
kende Toxinteilchen noch vorhanden ist oder nicht.?) Die Deu- 
tung der Inkubationszeit*) ergibt sich hiernach von selbst. 

3) Siehe meinen Grundr. d. physikal. Chem. Stuttgart 1904. 

2) Vgl. auch die vorhergehende Arbeit, insbesondere die SchluB- 
saitze. Der Zellinhalt einer durch ein Toxinteilchen zerstérten Zelle be- 
wirkt danach méglicherweise den Fortgang der Zerstérung, in ahnlicher 
Weise, wie dieses fiir die Blutkérperchen gezeigt wurde. 

3) Ich kénnte mir denken, da8 in vielen Fillen die Inkubations- 
zeit zuriickzufiihren wire auf die Geschwindigkeit, mit welcher die 
Toxinmenge, welche die Krankheit ausliést, in die in den Zellen vor- 
handene zweite lipoide Phase eintritt. So hangt die Inkubationszeit der 
Himolyse der roten Blutkérperchen nach der vorhergehenden ersten 
Arbeit ab von der Geschwindigkeit des Eintritts der erforderlichen 
Hamolysinmenge in die lipoide Phase; die Inkubationszeit der narkoti- 
schen Wirkung ist auf dieselbe Ursache zuriickzufiihren (siehe meine 
Abb. l. c. in Pfliigers Archiv), Aber im allgemeinen geniigt die An- 
nahme, daB die Inkubationszeit bestimmt ist durch die Ge- 
schwindigkeit. mit welcher der durch den Katalysator (Toxin, 
Zellgift, Strahlenwirkung) eingeleitete chemische oder physika- 
lische Vorgang (siehe w. u.) fortschreitet und eine Schwellen- 


wertkonzentration erreicht. 
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Die Inkubationszeit, sowie der Verlauf der Krankheiten stehen 
offenbar mit der Dynamik des chemischen Vorganges, sowie 
der Art und Menge des Katalysators in engstem Zusammen- 
hange. 

Es wird hiernach verstandlich, da8 verschiedene Toxine 
in Anbetracht der auBerordentlichen Umwandlung des Eiweib- 
weiBmolekiils spezifisch zusammengesetzte Rezeptoren er- 
zeugen; spezifische Rezeptoren in beliebiger Menge, vor- 
ausgesetzt, daB der TautomerisationsprozeB, welcher an Ort 
und Stelle verliuft, nicht zu einer Erkrankung fiihrt, derart, 
daB sie dem Organismus keine Zeit mehr laBt, geniigende 
Rezeptoren in den Kreislauf des Blutes zu entsenden. 

Wir verstehen die Bildung spezifisch zusammengesetzter 
Rezeptoren, aber wir verstehen nicht, weshalb die so ge- 
bildejten Rezeptoren spezifisch wirken, d.h. sich im all- 
gemeinen nur mit denjenigen Toxinteilchen physikalisch oder 
chemisch zu verbinden vermégen, welche zu ihrer Entstehung 
Veranlassung gegeben haben. 














Zeichnung nach Versuch von J. Traube. 


Das wichtigste Problem ist somit noch ungelést; um 
seiner Lésung naher zu kommen, wolllen wir einmal das Problem 
von einer ganz anderen Seite aus betrachten. 

Die anbei befindliche Zeichnung zeigt uns ein sogenanntes 
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»,Lunkpapier“‘, (Buntdruckpapier) hergestellt mach einer sehr 
alten Technik. Auf einem héchst dickfliissigen gallertigen 
Pflanzenschleimboden werden Farbstofftrépfchen aufgetropft, 
denen etwas Galle und ahnliche die Oberflichenspannung ver- 
mindernde Stoffe zugesetzt werden. 


Durch diese Zusitze wird bewirkt, daB die Tropfen 
niemals bis zur Beriihrung zusammentreten, und zu- 
sammenflieBen, also etwa chemisch oder physikalisch 
miteinander reagieren kénnen. 

Der Ubergang von diesem Tunkpapier zum Blute ist 
nicht so gewaltsam, wie derselbe im ersten Augenblick erscheinen 
kénnte. Auch das normale Blut ist ein mehrphasiges System, 
in welchem u. a. Kolloidteilchen von geringem Haftdrucke, 
Lipoide und lipoidhaltige Zellen in gréBter Menge suspendiert 
sind. Blutkérperchen haben die Fahigkeit, unter bestimmten 
Umstianden zu agglutinieren, Kolloide die Fahigkeit, sich zu- 
sammenzuballen und ausflocken zu lassen. Beides geschieht 
nicht in normalem Blute; die Annahme liegt nahe genug, daB 
hier Krafte vorhanden sind,') Oberflachenkrafte, welche einem 
Zusammentritt der Kolloidteilchen zu gréBeren Komplexen, 
einer Vereinigung der Zellen zu Zellkomplexen sich ebenso 
widersetzen, wie dies bei den gallehaltigen Tropfen der Fall 
ist. In beiden Fallen haben wir es mit Systemen zu tun, bei 
welchen Stoffe mit geringem Haftdrucke mit einem wisserigen 
Milieu in Beriihrung sind. 


Handelt es sich hier um ein Gleichgewichtssystem wie das 
normale Blut, so berechtigt uns das stabile Verhalten dieses 
Systems zu der Annahme, daB von den verschiedenen Phasen, 
welche in diesem heterogenen Systeme verteilt sind, Kraftlinien 
ausgehen, derart, da die verschiedenen Teilchen sich mdég- 
licherweise bis auf minimalste Bruchteile eines Millimeters 
nahekommen kénnen, immer aber bleibt ein solcher Abstand 
gewahrt, daf.die Méglichkeit physikalischer oder chemischer 


1) Die Alkalitaét des Blutes diirfte nach dieser Richtung von grofer 
Bedeutung sein; bekanntlich beférdern kleinste Alkalimengen in hohem 
MaBe die Stabilitat der Emulsionen. Nach eigenen Versuchen bewirkte 
ein Zusatz von 0,1°/, Diithylamin zu einem Gemische von Olivenél und 
Wasser die Bildung einer durchaus haltbaren Emulsion. 


26" 
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Reaktionen, beispielsweise Ausflockungen oder Agglutinationen 
usw., unter normalen Verhaltnissen ausgeschlossen ist. 

Wir bringen nunmehr in dieses Milieu etwa ein Blut- 
kérperchen einer fremden Spezies. Dieser Stérenfried paBt 
wegen seiner physikalischen Oberflaichenbeschaffenheit nicht in 
das Milieu. Die Kraftlinienzahl, welche von seiner Oberflache 
ausgeht, ist offenbar eine andere, als die der im Blute befind- 
lichen Blutkérperchen. Der Eindringling stért das Spiel der 
Teilchen,') er wird angegriffen von zahlreichen Feinden und 
geht, wie die Erfahrung lehrt, schlieBlich zugrunde. Aber nun 
racht er sich, seine Produkte gelangen ins Blut; diese Produkte 
sind nicht wesensidentisch, zum mindesten im physikalischen 
Sinne mit den Produkten, welche die arteigenen Blutkérper- 
chen beherbergen. (Vgl. u. a. die vorhergehende Abhandlung.) 

Diese Produkte bewirken dort, wohin sie durch den Kreis- 
lauf des Blutes gelangen, tiefgreifende Anderungen, die zu 
spezifischen Wirkungen Veranlassung geben. Wie mégen nun 
diese katalysatorisch wirkenden Bestandteile der fremden Blut- 
art soleche Anderungen hervorbringen kénnen? 

Fiigen wir einer Kolloidlésung eine gewisse Salzmenge 
hinzu, so bewirken die kleinen Magnete, welche wir einfiihren, 
da8 die Kolloidteilchen sich sichtbar oder (ohne Ultramikroskop) 
unsichtbar zusammenballen; fiigen wir gewissen Bakterien oder 
Blutzellen gewisse Stoffe hinzu, so vermégen wir die gleiche 
Erscheinung in Form einer Agglutination hervorzurufen. Auch 
Tropfen auf einem Pflanzenschleimboden kénnen wir erzeugen, 
die unter gewdhnlichen Umstinden sich abstoBen, aber durch 
die Wirkung eines dritten Tropfens aus anderer Substanz in 
mannigfaltigster Weise zur Vereinigung gebracht werden kénnen. 
Es gibt also magnetisch wirkende Stofie, welche die Ober- 
flichenspannungen an der Grenze von Phasen von geringem 
Haftdrucke gegeniiber dem Wasser so andern, daB eine Be- 
riihrung und damit die Bedingung zu einer physikalischen 
oder chemischen Reaktion erméglicht wird, und wtnn man u. a. 
an die Erzeugung der Prazipitine und der Agglutinine denkt, so 


1) Vgl. u. a. hierher gehérende Beobachtungen von Quinke, Wied. 
Ann. Phys. 35, 580, 1888 und Verh. Heidelb. Naturheil. Med. Wissensch. 
104, N. F. VII. 














Zur Spezifitatsfrage. 401 


wird man sich die Wirkung eines fremden Blutkérperchens, 
bzw. dessen Bestandteile so denken kénnen, daB dieser Stéren- 
fried da, wohin er gelangt, oder dort, wo seine Bestandteile sich 
festsetzen, innerhalb oder auBerhalb einer Zelle, in erster 
Linie physikalische Anderungen des Gleichgewichts 
herbeifiihrt derart, daB das Spiel der beweglichen Mole- 
kiile Komplexbildungen hervorbringt, welche so in 
bezug auf die Oberflachenkrafte abgestimmt sind, 
daB sie imstande sind, sich voriibergehend oder 
dauernd mit dem Katalysator oder auch unter sich zu 
vereinigen. 

Die Hypothese, welche wir hier einfiihren, be- 
steht somit in der Annahme, daB Stoffe von geringem 
Haftdrucke, und fremde Phasen, welchein Wasser sus- 
pendiert sind, unter gewodhnlichen Umstanden auf 
Grund der an der Oberflache wirksamen Krifte nicht 
zur Beriihrung gebracht werden kénnen, daB dies aber 
méglich ist unter dem Einflusse von Katalysatoren 
(fremde Blutkérperchen, Toxinen usw.), welche nun 
ihrerseits auch in spezifischer Weise befahigt werden, 
mit den gebildeten Komplexen in Reaktion zu treten. 
Die Annahme solcher abgestimmten Molekiile und Phasen, 
von denen eine solche Anzahl Kraftlinien ausgehen, daB eine 
Vereinigung méglich wird, erscheint mir nicht merkwiirdiger, 
als die Annahme abgestimmter Wellen im Markoniapparate 
oder abgestimmter Stimmgabeln. Wenn ein Ferment in einem 
gegebenen Falle wirksam ist im Gegensatze zu 100 anderen 
Fermenten, welche hier versagen, um in anderen Fillen zu 
wirken,') so ist es hiernach nicht erforderlich, da8 nun alle 


1) Interessant ist vom Standpunkte der hier entwickelten Ansichten 
aus die Theorie von Barendrecht (Zeitschr. f. physikal. Chem. 49, 
456, 1904), welcher die Fermentwirkungen als strahlenartige Wirkungen 
auffaBt. Was Barendrecht Strahlen nennt, nenne ich: Kraftlinien. 

Die zahllosen Fermente sind nach meinen Ansichten vielfach nur 
verschiedenartige Aggregate derselben Materie mit verschiedener Ober- 
flichenspannung. Ganz wie die Stimmgabel nur bei bestimmter Ton- 
héhe mitschwingt, findet auch hier eine Resonanz der Molekiile statt, 
wenn die Kraftlinien entsprechend abgestimmt sind. Es wird verstand- 
lich, daB zahlreiche Fille beobachtet wurden, bei denen das Milieu die 
Wirkung des F'erments beeinfluBt, aindert oder aufhebt. 
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diese Fermente chemisch verschiedcn konstituiert sein miissen; 
es geniigt die viel einfachere Annahme, daB es im allgemeinen 
nur Aggregate derselben Materien sind, nur mit dem Unter- 
schiede, daB die Oberflachenkrafte verschieden wirken. Wir 
kénnten somit auch bei der Bildung der Rezeptoren von den 
am Eingang dieser Abhandlung erwahnten tautomeren Um- 
wandlungen absehen, doch meine ich, daB in vielen Fallen der 
Katalysator auch chemische Anderungen neben den physika- 
lischen Molekiilverschiebungen herbeifiihren wird. 

Im engsten Zusammenhange mit diesen Betrachtungen 
erscheint mir ein nahverwandtes Gebiet vnn Erscheinungen 
zu stehen. Wenn wir ein Kolloid mittelst eines Salzes fallen, 
so zeigen sich Konzentrations-Optima der Wirkung. Derartige 
Optima sind vielfach auch bei anderen verwandten Erschei- 
nungen beobachtet. So zeigt sich beispielsweise, daB die Fal- 
lung elektro-positiver durch elektro-negative Kolloide oft auf 
enge mittlere Konzentrationsgrenzen beschrankt ist. Diese Tat- 
sachen — diese Spezifitaten der Konzentrationen — 
sind bisher nicht geniigend erklirt;') wie mir scheint, sprechen 
aber auch diese Erscheinungen dafiir, da8B nur bei ganz be- 
stimmter Verteilung der Oberflichenkrafte die Kolloidteilchen 
se zusammentreten kénnen, daB eine gegenseitige Adsorption 
oder Verbindung, bzw. Ausfallung erfolgen kann. 

Ob durch die in dieser Arbeit mitgeteilte Hypothese das 


Das Ferment ist im allgemeinen kein Katalysator, wel- 
chereine Reaktion nur beschleunigt, sondernein Katalysator, 
welcher solche Bedingungen schafft, daB die Reaktion statt- 
finden kann; welcher also die Reaktion auslést. 

Die Katalysatorentheorie Ostwalds erleidet also auch hier, bei 
den Wirkungen von Fermenten, Antigenen usw., wie auch in anderer 
Beziehung (vgl. meine Abhandlungen in Pfliigers Archiv) in der Biologie 
vollstandigen Schiffbruch. 

1) Ein Erklarungsversuch liegt vor von Billitzer (vgl. Zeitschr. 
physikal. Chem. 51, 140 u. 158, 1905. Billitzer nimmt an, daB die Fal- 
lung am vollistandigsten ist, wenn das Mengenverhiltnis der einzelnen 
Kolloide in der Mischung im umgekehrten Verhiltnis der elektrischen 
Ladungen steht, welche die einzelnen Kolloide tragen sollen. Billitzer 
nimmt als eine — Abstimmung der elektrischen Ladungen — an, ich 
spreche allgemeiner von Kraftlinien oder auch Oberflachenkraften, méchte 
mich indessen nicht auf elektrische Krafte festlegen. Man sieht aber, 
daB hier eine Verwandschaft der Meinungen besteht ! 
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wichtige Spezifizitatsproblem seiner Lésung naher gebracht ist, 
mochte ich nicht zu entscheiden wagen. Ich bin mir nicht 
einmal sicher, ob meine Hypothese das leistet, was eigentlich 
eine gute Hypothese in erster Linie leisten soll, namlich der 
fortschreitenden Wissenschaft neue Wege weist. Wenn ich 
mich aber trotzdem entschlossen habe zu dieser Verdffent- 
lichung, so leitete mich der Gedanke, daB diese Hypothese an 
Einfachheit die bisherigen Hypothesen iibertrifft und nicht Vor- 
stellungen verlangt iiber wunderbar erscheinende Krifte im 
Organismus, welche dem Neo-Vitalismus neue Anhanger zu- 
fuhren miissen. 

Kein teleologisches Moment ist in meiner Hypothese ent- 
halten; nicht zahllose, chemisch verschiedene Specifica, die bei 
jeder Tierspezies, beispielsweise bei jeder Schlange verschieden 
sind, sind vorhanden, sondern es handelt sich um verschiedene 
Kombinationen derselben Bausteine. Die verschiedenen Arten 
der Organismen sind nicht so grundverschieden, wie dies nach 
den herrschenden Ansichten der Fall sein wiirde, und doch 
versteht man es, daS nur unter auSergewohnlichen Umstanden 
eine Uberbriickung der Kluft, welche die verschiedenen Arten 
voneinander scheidet, erméglicht wird. 








Uber das Phaeophytin und die Chlorophyllane nebst 
SchluBbemerkungen iiber das Phylloxanthin. 


Von 
M. Tswett. 
(Aus dem -pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1908.) 


Die Filholsche Reaktion und Willstitters Phaeophytin. 


Es ist eine lingst bekannte Tatsache, da8 alkoholische 
Chlorophyllésungen, wenn mit kleinen Mengen organischer 
Sauren oder Salzsiure versetzt, einen dunkel gefirbten Nieder- 
schlag liefern, welcher den zersetzten fluorescierenden Anteil 
(Chlorophylline a und #) des Chlorophyllpigmentes darstellt. 
Der erste, welcher diese Reaktion beobachtete, war Filhol*) (1865), 
nimlich beim Zusatz von Oxalsiure, Essigsiure, Weinsiure, 
Citronenséure oder Salzsiure. Quantitative Angaben iiber die 
Mengen der in wisseriger Lésung zugesetzten Séuren wurden 
nicht mitgeteilt und auch die Alkoholkonzentration der ver- 
wendeten Chlorophyllésungen (aus Algen, Moosen, Farnkriutern, 
Mono- und Dikotylen) wurde nicht angegeben. Nach ZugieBen 
der Oxalsiurelésung, berichtet Filhol, nimmt die Chlorophyll- 
tinktur eine braungelbe Farbung an und es bilden sich nach 
einiger Zeit schwarze Flocken, welche auf dem Filter zuriick- 
bleiben, wahrend das Filtrat gelb ablauft und kein ,, Dichroismus‘“‘ 
(Fluorescenz) mehr aufweist. Chlorophyllésungen aus Dikotylen 
liefern eine amorphe Ausfillung, waihrend bei Monokotylen die- 
selbe krystallinisch ist (sternférmige Nadelschuppen). Die Sub- 
stanz ist in siedendem Alkohol (85°/,) leicht léslich, schwer 








1) Filhol, E., Compt. rend. 61, 371, 1865; 66, 1218 1868; 
79, 612, 1874, Annal. d. Chem. et d. Physiol. IV, 14, 332, 1868. 
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aber im kaltem. Konzentrierte Salz- und Schwefelsiure lésen 
mit griiner Farbe, ohne Fluorescenz, wobei eine fettartige 
Verunreinigung hinterbleibt. Essigsiure gibt eine fluorescierende, 
violettgefarbte Lésung, die beim Zusatz von Kupfer- oder Zink- 
acetat schén griin wird. Die Substanz ist sehr stickstoffreich. 

Filhols Versuche wurden von Gerland und Rauwenhoff!) 
wiederholt, welche den Niederschlag (in Alkohol aufgelést) so- 
wie das gelbe Filtrat spektroskopisch untersuchten. Dieses 
erwies sich ohne Adsorptionsbinder in der linken Spektrumhilfte. 

Fiir jenen habe ich aus Gerlands und Rauwenhoffs 
Zeichnung (Tafel II, Figur 6, Ordinate 50) folgendes Absorp- 
tionsspektrum berechnet*) und mit demjenigen des Hoppe- 
Seylerschen Chlorophyllans (nach Tschirch *), Wegscheider*) 
und Bode®)) zusammengestellt (A in zehnfachen Angstrémsein- 
heiten). 











ms Filhols | Chlorophyllan | Chlorophyllan 
Bander Niederschlag | cual | soit. | Chlorophyllan 
nach Gerland | Tschirch Wegscheider nach Bode 
u. Rauwenhoff| | | 
I 685648 680-640 | 683-643 | 685—646 
II 613—595 620—590 | 619—598 | 620—595 
IIl 566—555 570—560 | 575—555 572—560 
IV 547—533 550—530 | 546—527 | 545—530 
V 518—500 513—490 520—490 | 517—495 
VI von 475 ab 470— | 476— | 3 (Xantho- 
(Endab- | phyll-) Bander 
sorption) 
Intensi- — —— “ ¥ . 
tétaskala I)IV)V ) IDI T)IV)V)IL)IIE LIV) YIL)ILL FIV) IT)V yu 


Wie ersichtlich, sind die Differenzen zwischen Filhols 
Niederschlag und Chlorophylian von derselben Ordnung wie 
diejenigen zwischen den einzelnen Chlorophyllanpraparaten, und 


1) Gerland, E., u. Rauwenhoff, N., Pogg. Ann. 143, 231, 1871. 

2) Zum Entwurf der Dispersionskurve habe ich die Abzcisse der 
Linie b fortgelassen, da sie eine Einkerbung der Kurve bewirkt und 
darum augenscheinlich irrtiimlich ist. 

3) Tschirch, A., Untersuchungen iiber das Chlorophyli, 52, 1884. 

4) Wegscheider, R., Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 2, 494, 1884. 

5) Bode, G., Untersuchungen iiber das Chlorophyll, Kassel 1898, 14. 
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Jassen sich durch Verschiedenheit der angewandten ,,mittleren“ 
Konzentration, Unsicherheiten der subjektiven Beobachtungs- 
methode, sowie auch durch die Inhomogenitét (optische 
Unreinheit) der Praparate (Xanthophyllfarbstoffbander nach 
Bode, Dualitét des Chlorophyllans sowie des Filholschen 
Praparates) erkliren. 

Hervorzuheben ist noch, da8 Gerland und Rauwenhoff 
die Doppelart des ersten Absorptionsbandes konstatiert haben. 
Bei der in obiger Tabelle charakterisierten Konzentration weist 
nimlich Band I zwei ungleich starke Absorptionsmaxima 
Ia = 685—668 und Ib=—660—655 auf, wobei Ia das dun- 
kelste ist. 

Kraus’) bestatigte ebenfalls die vollstaéndige Ausfallung 
des fluorescierenden Anteils des Chlorophylls mittels verschiedener 
Sauren (Oxal-, Wein-, Citronen-, Apfel-, Salzséure). Filhols 
Niederschlag wurde weiter auch von Frank?*), Wiesner’) 
(krystallinisch) und Tschirch*) erhalten, welcher die ausgefallte 
Substanz, gleichwohl ob mittels verdiinnter Salzsiure oder 
organischen Sauren dargestellt, als mit Chlorophyllan indentisch 
betrachtete. 

Unabhingig, wie es scheint, von den friiheren Forschern 
hat neuerdings Willstatter®) die Wirkung der Oxalsaure auf 
alkoholische Chlorophyllésungen wiederum entdeckt und den 
erhaltenen Niederschlag unter Anwendung einer ausgezeichneten 
Technik in groBer Menge (kilogrammweise) dargestellt und 
nach verschiedenen Seiten untersucht. Der Farbstoff, Phaeo- 
phytin genannt, wurde stickstoffhaltig und aschefrei gefunden. 
In spektroskopischer Hinsicht stimmt er mit dem Hoppe- 
Seylerschen Chlorophyllan iiberein, unterscheidet sich aber 
davon durch seine Aschenlosigkeit und gewisse Léslichkeits- 
verhaltnisse. Diese Umstainde kénnten jedoch durch die 
Inhomogenitaét des Chlorophyllans bedingt werden. 


1) Kraus, G., Zur Kenntnis der Chlorophyllfarbstoffe, 81, 82, 1872. 

2) Frank, A., Botan. Centralbl., 10, 1882, 228. 

8) Wiesner, J., Botan. Centralbl., 10, 260, 1882. 

*) Tschirch, A., Untersuchungen iiber das Chlorophyll, 43, 
57, 58, 1884. 

5) Willstatter, R.,u. Hocheder, F., Liebigs Ann. 354,205, 1907: 
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Eigene Untersuchungen iiber das Phaeophytin. 

Nachdem mir zum ersten Male die optische Reindarstellung 
der Chlorophylline a und # gelang’), habe ich im vorigen 
Jahre auch die nachsten Saurederivate dieser genuinen fluores- 
cierenden Komponenten des Chlorophylls in einigen Beziehungen 
untersucht”), wobei zwei Farbstoffe erhalten wurden, welche 
ich als Chlorophyllane a und / bezeichnete, indem ich vor- 
aussetze, da8 Hoppe-Seylers Chlorophyllan hauptsichlich ein 
Gemisch dieser beiden Derivate war. Gleichzeitig erschien 
die bahnbrechende chemische Arbeit Willstatters, und es lag 
mir sehr nahe, meine Chlorophyllane mit dem ebenfalls unter 
gelinder Einwirkung organischer Saure entstehenden Phaeophytin 
zu vergleichen. 

Die bisher von allen Chemikern ignorierte oder unberiick- 
sichtige Dualitat des fluorescierenden Anteils des Chlorophylls 
lie} namlich vermuten, daB auch der unter Einwirkung der 
Oxalsiure in Chlorophyll6sungen entstehende Niederschlag ein 
Gemisch der Saurederivate der beiden Chlorophylline darstellt. 

Zur Priifung der Angelegenheit habe ich kleine Mengen 
von Phaeophytin nach Willstatters Vorschrift dargestellt. 
Es wurden 3 Rohpriaparate hergestellt, zwei aus Taubnesseln 
(Lamium album) und eins aus Brennesseln (Urtica dioica). 
Die Blatter wurden zuerst an der Luft und dann im Rouxschen 
Thermostat bei 40° C ausgetrocknet, in der Reibschale zer- 
kleinert und mit abs. Alkohol zwei Tage lang kalt ausgezogen. 
Die erhaltenen durchfiltrierten Lésungen wurden mit 0,4 bis 0,5 °/, 
Oxalséure in alkoholischer Loésung versetzt. Nach 1 resp. 
4 Tagen (Brennessel) wurde der inzwischen entstandene kérnige 
Niederschlag auf dem Filter gesammelt, wobei das Filtrat noch 
reich an Chlorophyllinderivaten war.*) 

Der Niederschlag wurde auf dem Filter mit 80°/,igen Al- 
kohol mehrmals ausgewaschen, zwischen Filtrierpapier abgepreBt 
und in zwei Portionen verteilt, deren eine im Schwefelsaure- 


1) Tswett, M., Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 24, 316 u. 384, 1906. 

2) Tswett, M,, Diese Zeitschr. 5, 6, 1907. 

8) Entgegengesetztes Resultat, namlich vollstandige Ausfallung der 
Chlorophyllinen in Filhols, Gerlands und Rauwenhoffs, sowie 
Kraus’ Versuchen beruht wohl darauf, daB die verwendeten Chloro- 
phyllésungen wasserhaltig waren. 
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Exsikator gebracht wurde, wahrend ich die andere sofort zu 
Versuchen benutzte. 

Die frische Substanz und besonders die vom Exsikator 
stammende waren im Petrolither fast unléslich, lésten sich aber 
ein wenig darin unter Alkoholzusatz (10°/,). Ather, Schwefel- 
kohlenstoff und besonders Chloroform lésten mit Leichtigkeit. 

Behufs Priifung des Farbstoffs auf Einheitlichkeit wurde 
in einem ersten Versuch die frische Substanz in alkoholhaltigem 
Petrolither aufgenommen, die Lésung vom Alkohol durch 
Wasser befreit und der chromatographischen Adsorptionsanalyse*) 
unterworfen. Als Adsorbens wurde wie gewohnlich gefilltes 
CaCO, verwendet. Es bildeten sich in der Adsorptionssiule 
von oben nach unten drei Zonen: 


I Farblos, 
II Braungelbgrin, 
III Stahigrau. 


III Zone erschien 3 bis 4 michtiger als II. Die I. war die 
schmilste. Die Calciumcarbonatsiule wurde aus der Adsorptions- 
rohre herausgeschoben und mittels des Messers die Zonen II 
und III abgetrennt. Jede fiir sich wurde dann mit Ather aus- 
gezogen, wobei Adsorbens sich vollstindig entfairbte. Die 
atherischen Lésungen wurden nun mittelst des ZeiBschen Spek- 
tralokulares in dem Flégel-Engelmannschen Dunkelkasten’) 
unter Anwendung eines hohen Spektrums*) untersucht, wobei 
die Absorptionsspektren sich als mit denjenigen der Chloro- 
phyllane a und f identisch erwiesen. Alle Bander waren vor- 
handen, auch die sehr schwachen und leicht iibersehbaren 
Bander II. Andererseits gaben die atherischen Lésungen der 
beiden Farbstoffe die fiir die Chlorophyllane charakteristischen 
Farbenreaktionen*) mit Kalilauge und Alkohol, insbesondere 
die voriibergehende schéne rosarote Farbung des Chlorophyllans /. 

Versuche, die ich mit anderen Phaeophytinpraparaten an- 
stellte, ergaben gleiche Resultate; nur soll es hervorgehoben 
werden, da8 -die jetzt verwendeten CS,-Lésungen des Farb- 


1) Tswett, M.: Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 25, 139, 1907. 

2) Tswett, M., Ibid. S; 140 und diese Zeitschr. 6, 376, 1907 
FuBnote. 

3) Tswett, M.. Diese Zeitschr. 5, 15, 1907. 
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stoffes bei der chromatographischen Zerlegung fiir jede Kom- 
ponente verdoppelte Adsorptionzonen lieferten. 

Der spektroskopischen Untersuchung wurde ebenfalls das 
unentmischte Phaeophytin unterworfen, wobei auch sehr 
schwache, von Willstatter und Hocheder nicht gepriifte 
Konzentrationen (Schichtendicken) herangezogen wurden. 

Folgende Tabelle enthalt die fiir eine atherische Lésung 
des Rohphaeophytins ermittelten Daten: 








Konzentration 

x 2x 4x 8x | 16x | $2x 
Band Iaj670—660 670—660 ) S ao 
Band Ili} — ; oo — | Spur auf 635 
Band III — ;o— — 610—595 — — 
Band IV} — ; o— — _ 565—552 566—552 
Band Vj — | Spuren 538—529 538—529 539—529 540—529 
Band VIi — | — 510—495 510—495 510—495 512—492 
Band VII — — —_ 480—470 —— | 
BandVIII 452—448) 452—448) | » 480— 
Band IX{440—430f 440430, }455— 455—  456— J 
Endabsorption [von 420< ab 420— j j | 


Intensitétsskala der Binder IX ) VIII) Ia) Ib) IV) V) 
III) VIL). 

Die Zusammensetzung dieses Spektrums aus denen der 
Chlorophyllane a und f ist durchsichtig.*) Dem Chlorophyllan 
6B gehért Band Ib sowie das Doublett VIII —- IX; andere 
Bander sind Kombinationsstreifen. Insbesondere entsteht durch 
Uberdeckung der V. Bander der Chlorophyllane das Band auf 
535, welches daher dunkler erscheint als der Streifen 510 bis 
495, wie es auch im Spektrum des alten unentmischten ,,Chloro- 
phyllans‘‘ bzw. ,,modifizierten Chlorophylls‘‘ zu beobachten ist. 
Das kaum verspiirbare Absorptionsmaximum auf 635, in dem 
Schatten, welcher Bander I und III iiberbriickt, gehért dem 
Chlorophyllan a. 

Vergleichen wir die obige Tabelle mit den von Willstatter 
und Hocheder?) fiir das mittels mehrfachen Umscheidens ge- 








1) Tswett, M., Diese Zeitschr. 5, 13, 14, 1907. 
2) Willstatter und Hocheder, Liebigs Ann. 354, 227, 228, 1907. 
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reinigte Phaeophytin gegebenen, so herrscht zwischen beiden im 
groBen und ganzen eine befriedigende Ubereinstimmung, wobei 
Bander I, II, III, IV, V Willstaétters meinen Bandern I, 
III, IV, V und VI entsprechen, wihrend der von Willstatter 
als bei 478 beginnend verzeichnete Halbschatten meinemVIIStreifen 
entspricht. 

Die angefiihrten Versuche beweisen also, daB das Roh- 
phaeophytin ein Gemisch von zwei Farbstoffen ist, welche 
augenscheinlich mit den Chlorophyllanen a und # identisch 
sind. Wie steht es nun mit dem mittels Umscheiden in Chloro- 
form gereinigten Praparat, welches elementare Zusammensetzung 
nach Willstatters Angaben von derjenigen des Rohpraparates 
kaum abweicht (loc. cit. 8. 226)? Spektroskopisch haben Will- 
statter und Hocheder die sehr schwachen Konzentrationen, 
bei welchen die Doppelart des I. Bandes, sowie das fiir Chloro- 
phyllan # charakteristische Doublett VIII -- IX nachweisbar 
sind, nicht untersucht. Entscheidend ist aber, daB Band IV 
des gereinigten Phaeophytins friiher als das V. zum Vorschein 
kommt; es kann aber nur im Chlorophyllanengemisch 
geschehen, weil die entsprechenden Bander des Chlorophyllans a 
aiquipotent ist. 


Marchlewskis Untersuchungen. 


Mit dem Phaeophytin hat sich neuerdings auch March- 
lewski beschaftigt.*) Er hat den Farbstoff nach Willstatters 
Vorschrift dargestellt und mit dem Sediment verglichen, welches 
beim Versetzen einer Chlorophyllésung mit verdiinnter Salz- 
siure entsteht. Letzteres Priparat wurde bekanntlich schon 
von mehreren Forschern erhalten (siehe weiter oben) und be- 
sonders von Tschirch?®) als mit Chlorophyllan Hoppe-Seylers 
identisch betrachtet. 

Beide Praiparate wurden von Marchlewski mittels Um- 
scheidung aus Chloroform gereinigt. Zwischen den beiden Pra- 
paraten fand Marchlewski kleine spektroskopische Differenzen 
sowie in dem Salzsduresediment ein niederes Gehalt von Stick- 
stoff. Beide Priparate gaben die Frémysche Reaktion; sie 


1) Marchlewski; L:, Ber. d:; Deutsch. chem. Ges. 41, 453, 1908. 
2) Tschirch, A., loc. cit. S. 47, 57. 
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verteilten sich im System Ather —- konz. Salzsiure zu den 
sog. Phylloxanthin und Phyllocyanin. Fiir das Chlorophyllan 
war iibrigens dies schon von Tschirch') beobachtet worden. 

Da wir jetzt wissen, da Phaeophytin ein Gemisch der 
Chlorophyllanen a und f darstellt, so ist das Auftreten der 
vermeintlichen ,,Spaltungsprodukte“ selbstverstandlich, und da- 
her wird sich die von mir bewiesene Autonomie des ,,Phyllo- 
xanthins‘ und des ,,Phyllocyanins‘‘ ebensowenig_,,streichen‘ 
lassen (vgl. dazu Marchlewski*) wie meine spektroskopischen 
und geschichtlichen Feststellungen betreffend die genuinen 
Mutterstoffe, die Chlorophylline des Blattes.*) 

Bekanntlich hatte Marchlewski seinerseits die Lehre auf- 
gestellt, Hoppe-Seylersches Chlorophyllan sei ein Gemisch 
von Phylloxanthin und Phyllocyanin (der vermeintlichen Spal- 
tungsprodukten der vermeintlichen griinen Komponente des 
Blattgriins). Die Griinde dieser Lehre habe ich im vorigen 
Jahre abgelehnt.*) Jetzt nimmt Marchlewski an®), daB Chloro- 
phyllan von Phylloxanthin und Phyllocyanin nur verunreinigt 
ist. Da8 Chlorophyllan Phylloxanthin enthalt, ist wohl einzu- 
raumen, da letzteres wahrscheinlich nichts anderes als Chloro- 
phyllan f ist. Der notwendige Hauptanteil ist aberChlorophyllan a, 
und es ware erst zu beweisen, daB dieser neutrale Stoff sich 
wahrend der Chlorophyllandarstellung (nach Hoppe-Seyler) 
auch teilweise zum amphoteren ,,Phyllocyanin“ verindert. Jeden- 
falls kann das Verhalten eines 8-Jahren-Chlorophyllanpriparates 
nicht maBgebend sein. 

Mit der Annahme, da8 Phylloxanthin und Chlorophyllan f 
identisch sind, scheint tibrigens Marchlewski nicht einver- 
standen zu sein.*) Reines Phylloxanthin, behauptet er, besitzt 
nicht das II. Band des Chlorophyllans 6. Da aber dies Band 
das allerschwichste ist und nur unter giinstiger Beobachtungs- 
kautelen zu bemerken ist, so erscheint der negative Befund 


1) Tschirch, A., loc. cit. S. 68. 

2) Marchlewski, L., Diese Zeitechr. 7, 285, 1907. 

3) Tswett, M., Ber. d. Deutsch: botan. Ges. 25, 71, 388 FuBnote: 
394 FuBnote, 395 1907. 

4) Tswett, M., Diese Zeitschr. 5, 6, 1907. 

5) Marchlewski; L., Ber. d. Deutsch. chem; Ges. 4), 453, 1908. 

6) Marchlewski, L., Diese Zeitschr. 7, 282. 
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Marchlewskis nicht entscheidend. Von den optischen Eigen- 
schaften des reinen ,,Phylloxanthins‘‘ zu sprechen, ist  iiber- 
haupt Marchlewski nicht berechtigt, da die chemische Un- 
reinheit des Farbstoffs von ihm selbst zugegeben wird und fiir 
die optische Reinheit keine giiltigen Beweise anzufiihren 
sind. Das einzige, was in dieser Richtung geschehen ist, war 
der spektroskopische Nachweis, da8 ,,Phylloxanthin“ keine be- 
deutende Mengen ,,Phyllocyanin“ enthielt.1) Warum hat 
nicht Marchlewski, anstatt zu polemisieren, sein _,,reines 
Phylloxanthin‘‘ der Adsorptionsanalyse unterworfen, welche 
ja iiber die optische Einheitlichkeit eines Farbstoffes so leicht 
Aufschlu8 gibt?*?) Die Behauptung, da8 meine Praparate un- 
rein sind, weil ich die Farbstoffe nicht in fester Form darge- 
stellt habe, ist ganz unberechtigt. Die Chlorophyllane wurden 
mittels Adsorptionsanalyse isoliert, welche eben eine Reinigungs- 
methode ist und, ihrem Wesen nach, in mancher Hinsicht 
den Ausscheidungs- oder Auskrystallisierungsmethoden iiber- 
legen ist. 

Beilaufig sei bemerkt, dab Marchlewskis Auslassung: ich 
irre mich ,,auch* beziiglich des Phyllocyanins, ebensowenig wie 
seine iibrige Kritik begriindet ist und nur eine ungeniigende 
Kenntnisnahme meiner Arbeiten beweist. Ich habe fiir das 
Chlorophyllan a (,welches dasselbe Spektrum wie das Phyllo- 
cyaningemenge besitzt‘) keinen akzentierten Schatten auf der 
rechten Seite des I. Bandes angegeben. In meiner in dieser 
Zeitschr. (5, 13) wiedergegebenen Zeichnung ist ein Schatten 
zwischen den Bandern I und II vorhanden, welches der Zeichner 
aber zu intensiv abgebildet, wie ein Vergleich mit meiner, in 
den Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 25, 1907, Tafel III veréffent- 
lichten entsprechenden Zeichnung lehrt. Es sei endlich noch- 
mals betont, daB die a4uBerst schwachen und schmalen II. Ab- 
sorptionsstreifen der Chlorophyllane a und f nur in ganz reinen 
Lésungen dieser Farbstoffe zu beobachten sind und schon in 
dem Gemenge derselben nicht bemerkbar sind. 


1) Vgl. meine Ausfiihrungen: Diese Zeitschr. 5, 24 u. 31. 

2) Wenn Marchlewski mir eine Probe seines Phylloxanthins zu- 
sendet, so bin ich bereit, das Priparat adsorptionsanalytisch und spektro- 
skopisch zu untersuchen und ihm die Resultate zur Verfiigung zu 
stellen. 
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Ergebnisse. 


Der dunkelgefirbte Niederschlag, welcher in alkoholischen 
Chlorophyllésungen nach Zusatz von organischen Sauren oder 
Spuren Salzsaure entsteht (Filholscher Niederschlag, Tschirchs 
Chlorophyllan, Schuncks Sediment, Willstatters Phaeophytin) 
ist ein Gemisch der nachsten Saurederivaten der beiden Chloro- 
phylline, namlich ein Gemenge der vom Verfasser friiher an 
dieser Stelle untersuchten Chlorophyllane a und #. Wenigstens 
lat er sich in gleiche spektroskopische Eigenschaften und 
gleiche chemische Reaktionen aufweisende Farbstoffe physikalisch 
(adsorptionsanalytisch) zerlegen. Beim Eintragen in das zwei- 
phasige Frémysche Athersalzséuregemisch geht dementsprechend 
das Phaeophytin zum sog. Phylloxanthin, welches wahrschein- 
lich unverandertes Chlorophyllan f# ist und zu dem in der 
Salzsaurephase sich lésenden sog. Phyllocyanin, welches kein 
unverandertes Chlorophyllan «, sondern hauptsichlich ein Ge- 
menge von nach Willstatters Fraktionierungsmethode iso- 
lierbaren Derivaten desselben ist. 
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Uber die Natur des sogenannten ,krystallisierbaren 
Chlorophylls* (Metachlorophyllins). 


Von 
M. Tswett. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitét Warschau.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1908.) 


Geschichtliches. 


Bekanntlich hatte Borodin’) (1881) beim langsamen Aus- 
trocknen von mit Alkohol betupften mikroskopischen Schnitten 
aus griinen Blattern zahlreicher Pflanzen schéne griine Krystalle 
erhalten, welche er, ganz zutreffend, als ein Derivat der ver- 
meintlichen ,,griinen Komponente‘‘ des Chlorophylls ansah. 
Spater wurden die Krystalle von Monteverde®)*) (1890, 1893) 
makroskopisch dargestellt und einer eingehenden spektrosko- 
pischen Untersuchung unterworfen. Die Substanz wurde von ge- 
nanntem Forscher als ,,krystallisierbares Chlorophyll‘ bezeichnet, 
im Gegensatz zu dem ,,amorphen‘, welchen er in der Kraus- 
schen Entmischung in den Benzinphase erhielt, und welches 
auch spektroskopisch etwas abweichend ist. Monteverde 
glaubte, ,,amorphes Chlorophyll‘ sei ein Derivat und die un- 
versehrte Pflanze enthalte nur ,,krystallisierbares Chlorophyll‘, 
welches in Benzin unldéslich ist. Er stiitzte sich dabei auf die 
Tatsache, da8 frische oder getrocknete Blatter dem Benzin 
oder Petrolither keinen griinen Farbstoff abgeben. 


1) Borodin, J., Uber Chlorophyllkrystalle. Sitzungsber. d. Natur- 
forscher-Ges. in St. Petersburg 1881 und Botan. Zeitschr. 1882, 608. 

2) Monteverde: N., Recherches sur la chlorophylle. Script: 
botan. Univ. Petrop. 3, II. Teil, 107, 1890. 

8) Monteverde. N., Das Absorptionsspektrum des Chlorophylls. 
Acta Horti Petrop. 13, 123, 1893. 
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Das Irrtiimliche dieser Meinung wurde von mir schon 1900 
bewiesen, indem ich feststellen konnte, da8 die ,, Unausliésbarkeit* 
der Chlorophyllfarbstoffe (Karotin ausgenommen) aus frischen 
oder trockenen Blattern durch Benzin oder Petrolither auf 
Adsorption beruht.'~*) Ich konnte auch den Beweis fiihren,*) 
da8_,,krystallisierbares Chlorophyll‘ ein Derivat der beiden 
fluorescierenden Bestandteile des Chlorophylls, der Chlorophyl- 
linen a und f ist, dessen mehr oder weniger reichliche Ent- 
stehung bei der Extraktion zu regulieren ganz in der Hand 
des Experimentators liegt. Dem Farbstoff gab ich die Be- 
zeichnung Metachlorophyllin. 

Metachlorophyllin bzw. ,,krystallisierbares Chlorophyll‘ 
ist nun neuerdings von Willstaitter und Benz‘) mittels einer 
vortrefflichen Methode in groBer Menge dargestellt und ana- 
lysiert worden. Willstatter, welchem meine (leider nur in 
russischer Sprache publizierten) obenerwahnten Mitteilungen 
unbekannt geblieben sind, glaubt, da8 im_,,krystallisierbaren 
Chlorophyll“ wirklich ein unveranderter genuiner Farbstoff vor- 
liegt, und bringt den Gegensatz zwischen ,,krystallisierbarem‘ 
und ,,amorphem Chlorophyll‘ im Verhaltnis zu der von Stokes, 
Sorby und mir festgestellten Dualitat des fluorescierenden An- 
teils des Chlorophylls. 

Im folgenden sollen in ausfiihrlicher Weise die Experi- 
mente und Tatsachen dargestellt werden, welche beweisen, daB 
im ,,krystallisierbaren Chlorophyll‘ keine genuine Komponente 
des Chlorophylls, sondern ein iibrigens sehr interessantes Derivat 
der beiden Chlorophylline vorliegt. 


Normale und umgekehrte Kraussche Reaktion. 


Bevor ein aus griinen Blattern dargestellter Farbstoff als 
eine genuine, unverinderte Komponente des allein als Chloro- 


1) Tswett, M., Chlorophylline und Metachlorophylline. Sitzungsber. 
d. Naturf.-Ges. in St. Petersburg, Okt. 1900. Russisch. 

2) Tswett, M., Untersuchungen iiber die physiko-chemische Kon- 
stitution des Chlorophylikorns. Arbeit. d. Naturf.-Ges. Kazan, 35, 1901. 
Russisch. 

3) Tswett, M., Physikalisch-chemische Studien iiber das Chloro- 
phyll. Die Adsorptionen; Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 24, 1906, 316. 

4) Willstatter, R., und Benz, M, Uber krystallisiertes Chloro- 
phyll. Lieb. Ann. 358, 267, 1908. 
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phyll zu bezeichnenden griinen Farbstofigemisches betrachtet 
wird, mu8 er offenbar folgenden Bedingungen genugtun: 

1. Seine spektroskopischen Eigenschaften sollen mit den- 

selben des in situ oder in passender Lésung unter- 

suchten gesamten Pigmentes nicht unvereinbar sein. 


2. Seine anderweitigen physiko-chemischen Eigenschaften 
sollen mit denselben des mittels eines neutralen 
Lésungsmittels aus der Pflanze momentan extra- 
hierten und sofort untersuchten gesamten Pigmentes 
nicht unvereinbar sein. 


Das ,,krystallisierbare Chlorophyll‘‘, dessen spektroskopisches 
Verhalten mit demjenigen des integralen Clorophylls auf das 
beste iibereinstimmt (Monteverde), bietet eine sehr charakte- 
ristische Eigenschaft: es ist in dem Benzin oder Petrolither 
unléslich. Seine alkoholische Lésung, mit Benzin ausgeschiittelt, 
gibt diesem letzten keinen Farbstoff ab. Auch in der ge- 
samten Chlorophyllésung, aus welcher der Farbstoff erhaltbar 
ist, dokumentiert sich derselbe durch das Ausfallen der Kraus- 
schen Entmischung. Die alkoholische Phase bleibt dann mehr 
oder weniger, ja selbst exklusiv griin, waihrend nun die Benzin- 
phase gelb (durch Karotin gefarbt) erscheint. 

Das teilweise Abweichen von der normalen Krausschen 
Reaktion war schon in den alkoholischen Chlorophyllausziigen 
mehrerer Pflanzen von Kraus selbst,*?) von Pringheim?*), von 
Sachsse*) und von Nebelung‘) beobachtet, diirfte iibrigens, 
wie wir weiter sehen werden, nicht immer von dem Borodinschen 
Farbstoff herriihren. Die ,,umgekehrte‘’ Kraussche Reaktion 
wurde 1882 von Macchiati’) fiir die alkoholische Chlorophyll- 
extrakte mehrerer Pflanzen (besonders der Rosaceen und 
Hesperidaceen) entdeckt. Analoge [Erfahrungen machten 


1) Kraus, G., Zur Kenntnis der Chlorophyllfarbstoffe, 1872, 90. 

2) Pringsheim, N., Uber das Absorptionsspektrum der Chloro- 
phylifarbstoffe. Monatsber. Berlin. Akad. Okt. 1874, 654. 

3) Sachsse, R., Die Chemie und Physiologie der Farbstoffe usw. 
1877, S. 24. 

4) Nebelung, K., Spektroskopische Untersuchung der Farbstoffe 
einiger SiiBwasseralgen. Botan. Zeit. 36, 380, 1878. 

5) Macchiati, L., Qualche rettifica sui solventi della clorofylla, 
Reggio 1882. 
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dann Arcangeli') und Monteverde*), welcher die relative 
Intensitaét der Griinfarbung in beiden Phasen der Krausschen 
Entmischung als Ma8 fiir das quantitative Verhaltnis seines 
,amorphen* zum ,,krystallisierbaren Chlorophyll ansah. 

Monteverde teilt die von ihm untersuchten Pflanzen in 
drei Gruppen: 1. Pilanzen, deren alkoholische Ausziige viel 
,amorphes‘ und wenig_ ,,krystallisierbares Chlorophyll‘ und 
2. Pflanzen, welche ein umgekehrtes Verhalten zeigen. 3. Pflan- 
zen, welche einen allmahlichen Ubergang zwischen den 
zwei ersten Gruppen bilden. Die alkoholischen Ausziige werden 
in der Weise hergestellt, daB die klein zerschnittenen Blatter 
mit kaltem 95° ,igem Alkohol waihrend einer oder mehrerer 
Stunden extrahiert werden. 

Um eine schéne umgekehrte Kraussche Reaktion zu er- 
halten, wurden frische Blatter der 2. Gruppe mit kaltem 
95° ,igem Alkohol bearbeitet, nach */,—1 Stunde der Alkohol 
abgegossen, wieder neuer aufgegossen, und nach einigen 
Stunden mit diesem Alkoholauszug die Kraussche Reaktion 
vorgenommen. 

Die Extraktion der Blatter ist somit bei Monteverde 
sowie auch in den neuesten Untersuchungen Willstatters und 
Benz’ (loc. cit.) eine langsame, und der erhaltene Auszug kann 
offenbar nicht ohne weiteres als eine ,,Standartlésung“ des genuinen 
Chlorophylls betrachtet werden. Es mu8 zuerst gezeigt werden, 
daB er in seinen Eigenschaften mit dem momentan, unter mog- 
lichstem Ausschlu8 aller verindernden Faktoren des desorgani- 
sierten Zellinhaltes, hergestellten Extrakt tbereinstimmt. 


Unverindertes Chlorophyll gibt immer eine normale 
Kraussche Reaktion. 


Nun zeigt es sich, daB die erwahnte Ubereinstimmung bei 
den _ ,,krystallisierbares Chlorophyll‘ liefernden Pflanzen nicht 
stattfindet. Der rationell bereitete alkoholische Auszug solcher 
Pflanzen, ebensogut wie derjenige jeder anderen griinen Pflanze 
zeigt eine vollstaéndig normale Kraussche Reaktion, und ent- 


1) Arcangeli, G., Sopra l’esperimento di Kraus. Malpighia 3, 
3, 1889. 
2) Monteverde, N., Absorptionsspektrum usw. loc. cit. 
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halt somit kein sog. ,,krystallisierbares Chlorophyll. Dieses 
letzte ist ein Kunstprodukt. 

Zur Priifung der Angelegenheit habe ich beinahe 40 ver- 
schiedene, 30 Pflanzenfamilien angehérende Spezies untersucht; 
unter anderen auch solche, deren gewdhnliche alkoholische 
Infuse eine vollstandig umgekehrte Kraussche Reaktion geben 
und viel Borodinsche Krystalle liefern (Cotoneaster, Sorbus, 
Sambucus, Tilia, Rosa). 

Um eine momentane Extraktion des Pigmentes zu erzielen, *) 
ist es notwendig, alle Zellen des Gewebes zu 6Offnen, da sonst 
durch die unversehrte, von starkem Alkohol durchtrinkte, zu- 
sammengeschrumpfte Zellwand die Diffusion der Farbstoffe sehr 
langsam stattfindet. Ich habe daher die Blatter in kleinen 
Mengen mit feinem Quarzsand fein und schnell zerrieben und 
dann wahrend etwa einer halben Minute unter weiterer Zu- 
sammenreibung mit starkem Alkohol ausgeschépft. 

Die filtrierte griine Lésung wurde mit ein wenig Wasser 
versetzt und mit Petrolaither aufgeschiittelt. In allen Fallen 
wurde eine typisch normale Kraussche Reaktion erhalten. 

Um mich davon zu iiberzeugen, da8 die alkoholische, 
durch die darin dominierenden Xanthophylle gelb gefiarbte 
Phase keine Spuren eines in derselben léslichen, in der Petrol- 
atherphase aber unldslichen fluorescierenden Farbstoffes (,,krystal- 
lierbares Chlorophyll‘) enthielt, wurde dieselbe abpipettiert und 
wiederholt mit erneuten Mengen Petrolaithers ausgeschiittelt. 
Ist der Borodinsche Farbstoff vorhanden, so mu8 man end- 
lich eine rot fluorescierende alkoholische Schicht erhalten, 
wahrend die aufschwimmende Petrolatherphase schwacher oder 
gar nicht leuchtet. Die Fluorescenzprobe bildet das feinste 
Kriterium auf das Vorhandensein der Chlorophylline und ihrer 
Derivate; die spektroskopische Untersuchung versagt schon bei 


1) Es wird zu oft, besonders von chemischer Seite vergessen, daB 
lebende Gewebe keine einfache, in chemischem Gleichgewicht bestehende 
Stofigemenge, sondern organisierte Gebilde sind, wo infolge schon der 
osmotischen Abgrenzungen verschiedenste reaktionsfihige Korper neben- 
einander bestehen, und nur nach der mit den Extraktionsprozeduren 
verbundenen Desorganisierung der Protoplasten ihre gegenseitigen chemi- 
schen Potenzen ausiiben kénnen. 
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viel gréBeren Konzentrationen, wenn man nicht sehr dicke 
Schichten der Lésung beobachten kann. 

Die Priifung auf Fluorescenz geschah in meinem Lumino- 
skop:*) der von unten nach oben durch das Probierrohr in 
axialer Richtung ziehende Lichtkegel durchsetzte die beiden 
Phasen und erregte in denselben die rote Fluorescenz. Ich konnte 
nun in allen Fallen feststellen, daB nach wiederholter Ausschiitte- 
lung der alkoholischen Phase mit Petrolather die Fluorescenz darin 
vollstandig erlosch, und zwar friher als in der Petrolather- 
schicht. 

Aus allem vorstehenden ist zu folgern, da8, wenn ,,krystal- 
lisierbares Chlorophyll‘‘ wohl in den langsam bereiteten, nicht 
aber in der momentan hergestellten Losung vorhanden er- 
scheint, dasselbe ein wahrend der Extraktion entstehendes 
Artefakt ist, welchem die Bezeichnung Metachlorophyllin 
wohlt pabBt. 


Entstehungsbedingungen des Metachlorophyllins, 


Momentan hergestellte alkoholische Extrakte aus Rosa-, 
Tilia-, Sambucus-Blattern zeigen auch nach Stunden keine 
Umkehrung der Krausschen Reaktion. Das Erscheinen des 
Metachlorophyllins in kalten alkoholischen Infusen der Blatter 
deutet also auf die Entstehung desselben wahrend der Ex- 
traktion, wobei an die Einwirkung der noch so wenig be- 
kannten Stoffe des Zellinhaltes zu denken ist. Eine zweite Be- 
dingung ist aber Anwesenheit des Alkohols, welcher in dieser 
Rolle durch Ather, Benzol oder Chloroform ersetzt werden 
kann. *) 


1) Tswett, Vorrichtung zur Beobachtung von Fluorescenz und 
Opalescenzerscheinungen. Zeitschr. f. physikal. Chem. 36, 450, 1901. 
Eine Verbesserung des Apparates ist neuerdings von Ley und Gorke 
(Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4473, 1907) vorgenommen worden, 
welche die gleichzeitige Beobachtung zweier nebeneinanderstehenden 
Fliissigkeiten erlaubt. Die neue Vorrichtung ist iibrigens viel komplizier- 
ter als die meine, und wie die Autoren sagen, iibertrifft dieselbe an 
Empfindlichkeit nicht. 

2) Beide Bedingungen hatte ich in einer kleinen franzdsischen 
Mitteilung (Compt. rend. 132, 149, 1901) erwahnt. Ich erklare mir da- 
her nicht, wie es kommt, daB Willstatter (loc. cit. 273) auf die er- 
wihnte Mitteilung Bezug nehmend, mir die Meinung zuschreibt, Meta- 
chlorophyllin entstehe ,.durch die Einwirkung von Alkohol aus dem 
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Die momentan hergestellte alkoholische Lésung aus fein 
zerriebenen Blattern obenerwahnter Pflanzen liefert, wie ge- 
sagt, eine vollstandig normale Kraussche Reaktion. LaBt 
man aber den Alkohol auf das zerriebene Material langere Zeit 
bei gehemmter Herauslésung des Pigmentes einwirken (indem man 
den Brei mit starkem oder 40°/,igem Alkohol befeuchtet) und 
zieht dann mit Alkohol aus, so liefert die Lésung eine mehr 
oder minder vollstindig umgekehrte Kraussche Reaktion. 

Die Inversion wird zuweilen sehr schnell, im Laufe einiger 
Minuten, erreicht. In einigen Ende August mit Linden- (Tilia) 
und Cotoneaster-Blattern angestellten Versuchen, war die 
Inversion schon nach 5 Minuten vollstindig. Sehr schnell stellt 
sie sich auch bei Rosen-, Holunder- (Sambucus nigra) und 
Vogelbeerbaum- (Sorbus aucuparia) Blattern ein. 

Es seien noch einige Beispiele angefiihrt. 

Vollstandige Inversion wurde nach folgenden Zeitriumen 
beobachtet : 

bei Pinus sylvestris (5. August) 1 Stunde 


» Aspidium spec. os 1*/, Stunden 
» Nuphar luteum ‘ i. w 
» Populus nigra (6. August) 4 “a 
,» Urtica dioica . «ee os 
» Spinacia oleracea (5. » ya a 


Angefiihrte Zahlen bedeuten nicht die nétige Minimaldauer 
der Alkoholeinwirkung, sondern nur die Zeit, nach welcher die 
erfolgreiche Priifung vorgenommen wurde. 

Als Beispiele von Pflanzen, welche selbst nach langdauernder 
Maceration in verdiinntem Alkohol keine Inversion in dem Lés- 
lichkeitsverhalten ihrer Chlorophylline zeigen, seien angefiihrt: 

Ledum palustre. . . . (5. August) 16 Stunden 
Epilobium angustifolium a“ 16 - 
Solanum tuberosum .. er 16 " 
Elodea canadensis . .(18.August)24 ,, 


natiirlichen Chlorophyll‘ und diese Meinung durch das ungleichartige 
Verhalten verschiedener Pflanzen bei dem Krystallisationsversuch von 
Borodin, sowie durch die Méglichkeit, das Metachlorophyllin mittels 
Atherextraktion zu erhalten, widerlegen will. Vom ,,natiirlichen Chloro- 
phyll’‘ habe ich iibrigens nicht gesprochen, weil eine solche Substanz 
nicht existiert. Mit zwei Chlorophyllinen haben wir zu tun. 
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Maceration in Wasser bewirkt keine Inversion (Tilia- 
Blatter, 12 Tage). In seiner Inversion bedingenden Wirkung 
kann Alkohol durch andere Solvenzien des Chlorophylls ersetzt 
werden. Holunderblitter wurden mit Quarzsand zerrieben und 
die Masse in vier Portionen verteilt, welche in geschlossenen 
Glasdosen der Einwirkung kalter Diaimpfe: 1. Chloroforms, 
2. Benzols, 3. Athers unterworfen, wahrend eine 4” Kontroll- 
portion sich selbst iiberlassen wurde. 

Nach 5?/, Stunden wurden aus allen vier Portionen alko- 
holische Extrakte momentan hergestellt. 

Extrakt aus I. Portion ergab eine halbumgekehrte Kraus- 
sche Reaktion; Extrakte aus II. und III. Portion eine um- 
gekehrte und Extrakt aus IV. (Kontroll-)Portion eine normale. 

Inversion kann man auch mittels direkter Atherisierung 
der Blatter erhalten: In einem verschlieBbaren Glaszylinder 
von 100 ccm wurden 6ccm Ather gegossen und dariiber ein 
Linden- und ein Holunderblatt aufgehangt. Nach einer Stunde 
wurden die Blatter jedes fiir sich zerrieben und mittels Alko- 
hols momentan extraiert. Extrakt aus Linde gab eine um- 
gekehrte Kraussche Reaktion, Extrakt aus Holunder eine 
halbumgekehrte. 

Borodin hatte bemerkt, da Blatter, die sonst die merk- 
wiirdigen griinen Krystalle liefern, es nicht tun, wenn sie vorher 
in Wasser ausgekocht werden. Analoge Erfahrungen machte 
Monteverde (loc. cit. 170) an der Hand der Krausschen Re- 
aktion, welche fiir das Extrakt gekochter Blatter normal 
bleibt. Auskochung in Alkohol hat dasselbe Resultat. 

Bei der Wiederholung dieser Versuche traf ich auf merk- 
wiirdige Tatsachen. 

Extrahierung von Holunderblattern in kochendem 95°/,igem 
Alkohol gab eine Chlorophyllésung mit normaler Krausscher 
Reaktion, waihrend ein bei 70° C hergestellter Extrakt fast 
volistaéndig umgekehrt reagierte. Ahnliches bei der Einwirkung 
von heiSem Wasser. Linden- und Holunderbliiten wurden in 
einem Versuch bei 79 bis 81° C wiahrend 5 bis 10 Minuten 
und in einem zweiten bei 89 bis 90°C wahrend 5 Minuten in 
Wasser abgebriht und dann wihrend 3 Stunden in kaltem Al- 
kohol extrahiert, und die erhaltenen Chlorophyllésungen gaben 
eine umgekehrte Kraussche Reaktion. 
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Bei mehreren Pflanzen, besonders auffallend bei der RoB- 
kastanie (Aesculus Hippocastanum), liefern die mit heiBem 
(70 bis 80°C) Leitungswasser behandelten Blattern eigentiim- 
liche sich im Wasser kolloidal lésende Derivate der Chloro- 
phylline. Die Frage werde ich in einer spateren Mitteilung 
behandeln; es sei aber hier betont, daB diese Derivate sich in 
der Krausschen Entwicklung gleich wie der Borodinsche 
Farbstoff verhalten. 


Ist Metachlorophyllin eine einheitliche Substanz? 

Im vorigen Paragraph wurde gezeigt, wie man mittels ge- 
schickter Einwirkung von Alkohol (oder Ather, Benzol, Chloro- 
form) auf zerriebene Blatter einiger Pflanzen eine Modifizierung 
der Chlorophylline hervorrufen kann, die sich in der Um- 
kehrung ihres normalen Verhaltens in der Krausschen Ent- 
mischung kund macht. Es wurde dabei stillschweigend ange- 
nommen, da8 das dabei entstehende Derivat (oder Gemisch 
von Derivaten) mit dem Borodinschen so leicht krystalli- 
sierenden Derivat (Metachlorophyllin, bzw. ,,krystallisierbares 
Chlorophyll) identisch ist. Diese Identitaét ist zwar wahr- 
scheinlich, jedoch nicht bewiesen. Aus den nach meiner 
Methode hergestellten metachlorophyllinfiihrenden Extrakten 
aus Lindenblittern konnte ich beim Eindunsten keine griinen 
Krystalle erhalten.’) Ursache davon kann iibrigens in der 
Anwesenheit von krystallisationhemmenden Substanzen liegen, 
welche aus den unversehrten Zellschachteln in Borodinschen und 
Monteverdes Versuchen nicht diffundieren kénnen, in meinen 
Experimenten aber aus dem zerriebenen Gewebe leicht in 
Lésung heraustreten. Um die Frage zu priifen, wird man 
wohl am besten zu der Willstaitterschen Methode der Meta- 
chlorophyllindarstellung greifen und die nach meiner Vor- 
schrift hergestellten alkoholischen Extrakte mit Ather aus- 
schiitteln. 

Es ist aber wohl angezeigt, das nach Borodin, Monte- 
verde, Willstatter und das nach meiner Methode herge- 


1) Als ich jedoch Lindenblatter ohne Sandzusatz zerrieb, aus der Masse 
kleine Kiigelchen zusammenknetete und davon einen langsam verlau- 
fenden Aufgu8 bereitete, so gab mir dieser letzte die Borodinschen 
Krystalle in reichlichen Mengen. 
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stellte Derivat der Chlorophylline vorlaiufig unter derselben 
generischen Bezeichnung (Metachlorophyllin) zu _ registrieren 
und den Borodinschen Farbstoff mit dem Buchstaben a pro- 
visorisch zu unterscheiden. 


Beziehungen des a-Metachlorophyllins (,,krystallisierbares 
Chlorophyll“) zu den genuinen Chlorophyllinen. 


Spektroskopische Beziehungen. Die spektroskopischen 
Eigenschaften des Borodinschen Farbstoffes wurden in ver- 
schieden konzentrierten alkoholischen Auflésungen von Monte- 
verde (loc. cit.) und neuerdings von Willstatter und Benz 
(loc. cit.) untersucht und die Resultate stimmen in sehr be- 
friedigter Weise zusammen. Das Spektrum ist sehr dhnlich 
demjenigen des gesamten Chlorophylls, indem es zwischen den 
Wellenlangen 400 und 700 wu 6 Bander in derselben Lage und 
Intensitatsreihe aufweist. 

Dies Spektrum, wie ich es schon fiir das Chlorophyll her- 
vorgehoben habe,’) zeigt auf das deutlichste seine Zusammen- 
setzung aus den Chlorophyllinen a- und /-Spektren.*) Band I, 
welches aus zwei in verdiinnten Lésungen nachweisbaren un- 
gleich starken Halften besteht, gehért in seinem mehr inten- 
siven linken Teil, dem Chlorophyllin a, in seinem rechten aber 
dem Chlorophyllin £.*) Bander If und III sowie Band VI 


1) Ber. d. botan. Gesell. 25, 147. Die Kombination habe ich in vitro 
realisiert. Um dieselbe aber auf dem Papier auszufiihren, mu8 man ganz 
selbstverstindlich nicht die Spektrogramme 4 und 8 meiner Tabelle kom- 
binieren, wie es Marchlewski in einem polemischen Aufsatz tut, wo er 
meine Ergebnisse widerlegen wollte (Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 25, 226, 
1907). Es wiirde ja einem umgekehrten quantitativen Verhiltnis der 
Chlorophylline entsprechen und ad absurdum fiihren. NaturgemaB sollen 
die Spektrogramme 4 und 7 oder 3 und 6 kombiniert werden. 

2) Die von dem Karotin und den Xanthophyllen verursachten Ab- 
sorptionen im Blau-Violett machen sich bei der Beobachtung sehr ver- 
diinnter Chlorophyllésungen nicht kund. Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 
25, 148. 

3) In lebenden Blattern erscheint das I. Band deutlich doppelt 
(Lommel, Schénn, Wegscheider, Mann, Monteverde, Tswett). 
Der Doppelart der Chlorophylline entspricht die Doppelart des roten 
Fluorescenzlichtes in Chlorophyllésungen (Sorby, Hagenbach). 
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sind hauptsachlich durch Chlorophyllin « verursacht, wahrend 
Band V exklusiv dem Chlorophyllin 6 gehért und das IV. 
aus dem Ubereinandergreifen der linken Seite des IV. Chloro- 
phyllin-a- und der rechten Seite des V. Chlorophyllin-3-Bandes 
herriihrt. 

Auf Grund der spektroskopischen Untersuchung miissen 
wir also annehmen, da§ a-Metachlorophyllin (,,krystallisierbares 
Chlorophyll‘), falls es ein chemisches Individuum und nicht 
ein isomorphes Gemisch ist, eine Verbindung der beiden ge- 
nuinen Chlorophylline, mégchlicherweise mit einer dritten 
Substanz darstellt. 

Chemische Beziehungen. Die chemische Untersuchung 
des sog. ,,krystallisierbaren Chlorophyll ist neuerdings von 
Willstatter und Benz (loc. cit.) unternommen worden. Die 
analytische Untersuchung des noch nicht in ganz reinem Zu- 
stande erhaltenen Farbstoffes ergab vorlaiufig, daB die Substanz 
magnesiumhaltig und phosphorfrei ist und bei der Verseifung 
kein Phytol liefert. Phytol ist bekanntlich ein Alkohol, den 
Willstatter bei der Verseifung eines in vorstehendem Auf- 
satze besprochenen Derivates der Chlorophylline, des Phaeo 
phytins, erhielt und den er als in die Molekiile des hypo- 
thetischen ,,Chlorophylls‘ (Chlorophylline a und £) gehdrend 
betrachtet. 

Ist diese Annahme (deren Griinde mir jedoch nicht als 
zwingend erscheinen) zutreffend, so hitten wir also die post- 
mortale Umwandlung der Chlorophylline in Metachlorophyllin 
als mit Phytolabspaltung verbundene Verbindung derselben zu 
betrachten. 

Um die Frage nach den chemischen Beziehungen des Meta- 
chlorophyllins zu den Chlorophyllinen zu lésen, wird es natiirlich 
nétig sein, diese letztere in genuinem reinem Zustande zu er- 
halten und zu untersuchen. Der Weg dazu ist nun in meiner 
adsorptionsanalytischen Methode gegeben. 

Jedenfalls steht es schon jetzt fest, daB der Gegensatz 
zwischen phytolfreiem sog. ,,krystallisierbarem Chlorophyll‘ und 
dem sog. ,,amorphen Chlorophyll“ gar nichts mit der tat- 
sichlichen Dualitét der genuinen Chlorophylline zu tun hat. 
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Ergebnisse. 


Das sog. ,,krystallisierbare Chlorophyll‘ (a-Metachloro- 
phyllin) ist keine natiirliche Komponente des Chlorophylls, 
sondern ein Kunstprodukt, welches bei der langsamen Extrak- 
tion der Blatter vieler Pflanzen unter Einwirkung noch un- 
bekannter Faktoren des Zellchemismus aus den genuinen Chloro- 
phyllinen entsteht. Momentan hergestellte, also unverinderte, 
Chlorophyllausziige sind stets frei von genanntem Derivat. 

In seinem Spektrum vereinigt dasselbe die Absorptions- 
bander der Chlorophylline a und £ und ist also als ein Sammel- 
derivat dieser genuinen Farbstoffe zu betrachten. 











Das neue System der sogenannten Chlorophyliderivate. 
Von 
M. Tswett. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Warschau.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1908.) 


Die Erkenntnis, da8 im Blattgriin kein traditionelles griines 
,,Reinchlorophyll* existiert, sondern zwei fluoreszierende Chloro- 
phylline vorhanden sind, dessen minder reichlich vertretene 
nicht weniger als den fiinften Teil des anderen ausmacht’), 
und also keine quantité négligeable ist; die Darstellung 
ferner, und die Untersuchung dieser Chlorophylline und ihrer 
nachsten Derivate in optisch reinem Zustande*) fiihren zu einer 
vollstindigen Umianderung des in den letzten Dezennien ent- 
worfenen Systems der sog. Chlorophyliderivate. 

Der Stammbaum der sog. Chlorophyliderivate ist ein 
, diphyletischer‘’ und nicht ein ,,monophyletischer“, wie man 
bisher glaubte. 

Es sei in folgendem Schema das dem jetzigen Tatsachen- 
bestand entsprechende System in seinen hauptsichlichsten 
Ziigen skizziert. 

Mehrere Derivate wurden in der Tabelle nicht aufgenommen, 
weil ihr genetischer Zusammenhang mit den anderen noch 
nicht klar genug liegt. Phyllotaonine und Phylloporphyrin 
wiirden einerseits mit den Phytochlorinen und Phytorhodinen, 
andererseits mit der Chlorophyllinsiure a zu verkniipfen sein. 
Kozniewski’s*) und Marchlewski’s Phylloxanthrubin und 


1) Tswett, M., Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 24, 384, 1906, 25, 
395, 1907. 

2) Tswett, M., Loc. cit. 24, 138, 1907 und Diese Zeitschr. 5, 6, 1907. 

3) Kozniewski, T., und Marchlewski, L., Liebigs Ann. 355, 
216, 1907. 
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Phylloxanthverdin sind als Spaltungsprodukte des Chloro- 
phyllans / zu betrachten, obgleich eine wirkliche Garantie noch 
nicht vorliegt, daB der Ausgangsstoff, das Phylloxanthin, ganz 
frei von Chlorophyllan a war. Das von den Autoren heran- 
gezogene spektroskopische Kriterium der optischen Reinheit 
kann ja, wie ich es bereits hervorgehoben habe’), nur bezeugen, 
da8 keine relativ bedeutenden Mengen des zweiten Farb- 
stoffes beigemischt sind. Hier mu die chromatographische 
Adsorptionsanalyse einsetzen. 

Willstatters Phytochlorine und Phytorhodine habe ich 
einfach als Derivate der Chlorophyllane verzeichnet; zurzeit ist 
es nicht méglich, die speziellen Derivaten des Chlorophyllans a 
und des Chlorophyllans / zu bezeichnen. Bei der Auflésung 
des Chlorophyllans « (oder direkt des Chlorophyllins a) in starker 
Salzsiure entsteht nicht ein einheitliches Derivat, sondern 
mehrere*), deren Gemenge das sog. Phyllocyanin bildet. Ob das 
Schuncksche unkrystallisierte Phyllocyanin und der neuerdings 
von Marchewski®*) erwahnte, in 15°/, iger Salzsaure lésliche Stoff 
einheitliche Priparate sind, bleibt dahingestellt. In der Schunck- 
schen Phyllocyanindarstellung mu8 jedenfalls auch etwas zer- 
setztes Chlorophyllan f in die Salzsiurephasen iibergehen‘*). 

In der Tabelle habe ich auch das Metachlorophyllin (sog. 
, krystallisierbares Chlorophyll‘) fortgelassen, welches, wie im 
vorstehenden Aufsatz gezeigt wurde, ein ohne Einwirkung 
energischer chemischer Reaktion entstehendes Sammelderivat 
der beiden Chlorophylline ist. Das entsprechende erste Saure- 
derivat ist Willstatters Phaeophorbin. 

Zum Schlu8 sei einer Prioritaétsfrage, betreffend die De- 
finition des Wortes Chlorophyllin nochmals gedacht. Timi- 
riazef*) hatte die Bezeichnung fiir die vermeintliche genuine 
griine Komponente des Chlorophylls, welche er an der 
Hand eines Verseifungsprozesses isoliert zu haben glaubte, ein- 


1) Tswett, M., Diese Zeitschr. 5, 31, 1907. 

2) Tswett, M., ibid. 23, 16. Vgl. Willstatter und Mieg, 
Liebigs Ann. 350, 1, 1906. 

3) Marchlewski, L., Diese Zeitschr. 7, 284, 1908. 

4) Tswett, M., Diese Zeitschr. 5, 23, 1907. 

5) Timiriazef, C., Analyse spectrale de la chlorophylle, Peters- 
bourg 1871. 
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M. Tswett: 


Genetische Beziehungen der Chlorophyllinderivate 
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gefiihrt. Er erkannte selbst (S. 32), da8 der durch Barium- 
hydroxyd niedergeschlagene Farbstoff mit dem genuinen nicht 
identisch ist, indem er ,,in seiner Konstitution erschiittert er- 
scheint‘, bezeichnete jedoch als Chlorophyllin, auch in spateren’) 
Arbeiten, die genuine Komponente. In derselben Fassung, 
und zwar ohne Bezug auf das Tirmiriazefsche Alkaliderivat, 
wurde das Wort von Schiitt®) (1887) und von Nadson’‘) 
(1893) benutzt. Als ich meinerseits die Dualitat des fluores- 
cierenden Anteils des Chlorophylls erkannte*) (1900), unter- 
schied ich die Chlorophylline a und f. Wenn also Will- 
statter, welchem die genannten Arbeiten augenscheinlich nicht 
bekannt waren, 1906 das Wort Chlorophyllin fiir ein Alkali- 
derivat benutzte, so liegt offenbar ein Priorititsrecht nicht auf 
seiner Seite. 

1) Timiriazef, C., Compt. rend. 120, 467, 1895 

2) Schiitt, F., Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 5, 259, 1887 und 6, 
36, 1888. 

3) Nadson, G., Scripta botan. Univ. Petropol. 4, 170, 1893. 

4) Tswett, M., Compt. rend. 131, 842, 1900, 182, 149, 1901, 
und eine Reihe spaterer Abhandlungen. 
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Zur Kenntnis der Seruminaktivierung. 


Von 
E. Seligmann. 
(Aus dem Untersuchungsamt der Stadt Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1908.) 


Den nachstehenden Untersuchungen lag folgende Uber- 
legung zugrunde: es ist méglich, da8 die Inaktivierung kom- 
plementhaltiger Sera nicht sowohl in der Zerstérung aktiver 
Gruppen (Komplement) besteht, als vielmehr in dem Auftreten 
neuer Substanzen, die die aktivierenden Eigenschaften des 
Serums verdecken (Hemmungsk6rper). 

Zu den Versuchen diente das himolytische System: Hammel- 
blutkérperchen — inaktives Kaninchenimmunserum (als Am- 
boceptor) — frisches Meerschweinchenserum (als Komplement). 
Als Amboceptormenge wurde die 4- bis 5fach lésende Dosis 
verwandt, vom Komplement im allgemeinen 0,1 ccm. 

Gepriift wurden zuerst die Reaktionsverhaltnisse des aktiven 
und inaktiven Meerschweinchenserums. Es ergab sich, wie 
auch schon v. Liebermann’) gefunden hat, Zunahme der 
Alkalitat durch Hitzeinaktivierung. Zur Bestimmung der 
Reaktion wurden 0,5 ccm Serum mit 8 cem destilliertem 
Wasser verdiinnt und gegen "/,,,-Natronlauge resp. -Salzsiure 
titriert (Indikator Phenolphtalein). Titer der Lauge und des 
destillierten Wassers wurden jedesmal bestimmt und in Rechnung 
gebracht. Es erforderten beispielsweise zur Neutralisation: 

0,5 ecem frisches Meerschweinchenserum: 0,18 ccm %/,,,-NaHO, 
0,5 ccm desselben Serums nach */,stiindiger Erwarmung auf 56 ° C 
und Abkiihlung: 0,28 ccm ®/,,,-HCL. 


1) Arch. f. Hygiene 62, 1907. 
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Das Séurebindungsvermégen durch die Inaktivierung hat 
also in diesem Versuche um 0,92 ccm "/,,.-HCl pro cem zu- 
genommen. 

Gleicht man diesen Unterschied wieder aus durch Zusatz 
der entsprechenden Menge Siaure, so wird das ‘haimolytisch 
inaktive Serum nicht wieder aktiviert. 

Die gleiche Erscheinung der Alkalitétszunahme findet man 
beim Alterwerden von Seris. Bekanntlich tritt beim Lagern 
von Komplementseris eine Abnahme der Aktivitat ein, die bis 
zur vollkommenen Inaktivierung fiihren kann. Hand in Hand 
hiermit geht ein Ansteigen der alkalischen Reaktion. Wiéihrend 
aber die Alkalitiitszunahme ganz regelmiBig erfolgt, wird die 
Aktivitaétsabnahme des Komplementserums durch die verschie- 
densten individuellen und fuBeren Einfliisse bestimmt. Man 
findet Sera, die schon nach 3 Tagen jede Spur von Komplement 
verloren haben, und andere, die noch nach 10 bis 14 Tagen 
geniigend aktiv sind, um das System Blut-Amboceptor zu kom- 
pletieren. Die Alkalitaétszunahme aber zeigt derartige Ver- 
schiedenheiten nicht. 

So erforderten z. B. 

0,5 cem frisches Meerschweinchenserum 0,1 ccm ®/,,.-NaHO, 
0,5 ,, desselben Serums (10 Tage alt) 0,40 ,, ",,,-HCI, 
Os ., i », (14 Tage alt) 0,44 ,. /,,,-HCl, 


Das 14 Tage alte Serum war nicht mehr imstande, als 
Komplementtrager zu dienen; eine Aktivierung durch ent- 
sprechenden Saurezusatz (0,9 ccm "/,,,-HCl pro Kubikzenti- 
meter Serum) war nicht méglich. 

Nach diesen Versuchen ist also die Alkalitaétszunahme nicht 
der Grund fiir die Inaktivierung des Komplementserums, ohne 
da8 deshalb ein kausaler Zusammenhang zwischen den beiden 
Erscheinungen ausgeschlossen ist. 

Man konnte sich z. B. denken, da8 durch die Erhitzung 
oder beim Lagern Hydroxylgruppen vom Komplementmolekil 
abgespalten werden. Die abgesprengten OH-Gruppen vermehren 
den Gehalt des Serums an freiem Alkali, wahrend der Kom- 
plementrest inaktiv geworden ist. Neutralisation des freien 
Alkalis durch Saiure kann dann natiirlich an der Inaktivitat 
des Komplementrestes nichts andern. 

os* 
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Weitere Versuche wurden nach folgender Anordnung vor- 
genommen. Aktives Meerschweinchenserum wurde bei 56° C 
inaktiviert und dann in verschiedenen zeitlichen Kombinationen 
mit einem System von Blut-Amboceptor-Komplement vermischt. 
War in dem Serum durch die Inaktivierung ein Hemmungs- 
korper entstanden, so muBte dieser die Himolyse des Systems 
behindern. Zur Anwendung kam zunachst eine Menge inaktiven 
Serums, die das Doppelte der im System benutzten Komplement- 
menge ausmacht. Beobachtung im Brutschrank wihrend zweier 
Stunden. 

I. 

Blutart:5° ,ige Aufschwemmung von Hammelblutkérperchen 
in physiol. Kochsalzlésung. Amboceptor 0,005 ccm Kaninchen- 
immunserum. Komplement 0,1 ccm aktives Meerschweinchen- 
serum. Alles aufgefiillt auf 4 ccm mit physiol. Kochsalzlésung. 





ine Wiiene ven wird nach 1 Std. Aufenthalt bei 
° F 8 37° hinzugefiigt 


1 Blut-+- Amboceptor--Komplement 0 





Blut -+- Amboceptor +- inakt. Meer- 





to 


0 
schweinchenserum (0,2) 
3 Blut-+ Amboceptor +- inakt. Meer- 
schweinchenserum (0,2) 0 
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5 Blut + Amboceptor + inakt. Meer- 
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Es hat also in den Roéhrchen 4 bis 7 in der Tat eine 
Hemmung der Himolyse stattgefunden. Die Hemmung ist 
keine vollstindige, ein Teil der Blutkérperchen ist in Lésung 
gegangen, ein anderer Teil hat sich abgesetzt. Am ausge- 
sprochensten ist die Behinderung der Hiimolyse bei 4, schwacher, 
aber auch noch sehr deutlich bei den anderen Kombinationen. 
Auch in 3, wo nach dem Protokoll eine Behinderung nicht in 
die Erscheinung tritt, ist sie in sehr geringem Grade vorhanden, 
insofern als die Himolyse in der Kontrolle 1 etwas schneller 
zustande kommt als bei 3. Am Ende des Versuchs, wo die 
Resultate notiert wurden, war in beiden Réhrchen bereits 
komplete Lésung erfolgt. In simtlichen Roéhrchen tritt nach 
einigen Stunden Nachlosung ein, auch bei Zimmertemperatur. 

Das Ergebnis dieses Versuches ist also, da8 durch 
das Inaktivieren von komplementhaltigem Meer- 
schweinchenserum dies Serum die Figenschaft erlangt, 
die Haimolyse in gewissem Grade zu behindern. Wir 
nehmen an, da§ ein Hemmungskérper entstanden ist. 

Dieser Hemmungskorper ist ebenfalls vorhanden in einem 
Serum, das durch Lagern seine Aktivitaét eingebiiBt hat. Er 
wirkt in genau der gleichen behindernden Weise wie der durch 
Hitzeinaktivierung entstandene. 

Da konform mit dem Auftreten des Hemmungskoérpers die 
Zunahme der Alkalitét des Serums geht, lag der Gedanke an 
einen Zusammenhang dieser beiden Phainomene nahe. Es ge- 
lingt jedoch nicht, durch Neutralisation der Alkali- 
zunahme, die Hemmungswirkung des Serums aufzu- 
heben. 

Der Hemmungskérper tritt bereits nach '/, stiindigem Er- 
hitzen auf 51°, wo das Meerschweinchenserum im allgemeinen 
noch aktiv bleibt, in die Erscheinung, er wird starker wirksam 


1/, stiindigem 


nach Erhitzen auf 56° und noch starker nach 
Erwiirmen auf 60°. 

Durch Behandeln mit Hefe (v. Dungern’) laBt sich der 
Hemmungskérper aus dem Serum entfernen: 

1 ccm bei 56° inaktivierten Komplementserums wird mit 
1 ccm einer dichten Hefeaufschwemmung versetzt, 1 Stunde 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1900, Nr. 20. 
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bei 37° gehalten, dann zentrifugiert. Die iiberstehende, klare 
Fliissigkeit wird abpipettiert. 0,4 cem davon (=-0,2 ccm des 
Serums) werden mit 1 ccm Hammelblut 1 Stunde bei 37° 
digeriert, dann mit 0,005 ccm Kaninchenamboceptor und 0,1 ccm 
frischem Meerschweinchenserum versetzt. 

Nach 1 Stunde: komplete Lésung. 

Die Kontrolle mit dem nur durch Hitze inaktivierten 
Serum ergab Hemmung. 

Es erhob sich nun die Frage: wie wirkt dieser Hem- 
mungskérper? Wo ist sein Angriffspunkt? 

Es war an verschiedene Méglichkeiten zu denken. Einmal 
konnte es sich um Komplementoide (Ehrlich und Sachs‘) 
handeln, sodann um Amboceptoide (Neisser und Déring?), 
oder aber um Antiamboceptoren oder schlieBlich um Anti- 
komplemente. 

Gegen die Annahme von Komplementoiden spricht die 
Tatsache, da8B die Hemmung dann am starksten in die Er- 
scheinung tritt, wenn Blutkérperchen und Hemmungskérper 
1 Stunde miteinander in Beriihrung gewesen sind, (s. I Réhr- 
chen 4); dagegen spricht ferner, daf in Réhrchen 7 des ersten 
Protokolls gleichfalls Hemmung zu beobachten ist; denn bei 
Annahme eines Komplementoids hatte hier dasselbe Verhalten 
wie in Réhrchen 3 eintreten miissen, wo bei gleichzeitigem Zu- 
satz von Komplement und Hemmungskérper Lésung eintrat. 

Der Beweis, da8 es sich nicht um Komplementoide handeln 
kann, ist folgendermaBen gefiihrt worden: 

3 ccm Hammelblut werden mit 3 ccm Kaninchenambo- 
ceptor (je 0,008 ccm) -+- 0,6 ccm inaktiven Meerschweinchen- 
serums 2 Stunden bei 37° gehalten, dann zentrifugiert, mehr- 
mals gewaschen und auf 3 Roéhrchen verteilt: 
zu 1 kommt: 0,1 ccm frisches Meerschweinchenserum, 
zu 2 bs 0,1 ccm ne » —+-0,08 ccm Amboceptor, 
zu 3 m 0. 

Samtliche Réhrchen auf 5 ccm aufgefiillt. 

Resultat: 1 komplet, 2 komplet, 3 ungelést. 

Damit ist bewiesen, daB bei 37° wohl Amboceptor von 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1901, Nr. 10. 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1901, Nr. 22. 
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den Blutkérperchen gebunden wurde, nicht aber das hypo- 
thetische Komplementoid (1). 2 und 3 sind Kontrollen. Die 
Avidititsabnahme der Komplementoide kann hier nicht ein- 
gewandt werden, weil sie bei dem Vorversuch (ohne Zentri- 
fugieren und AbgieBen der Zwischenfliissigkeit) auch nicht in die 
Erscheinung getreten ist. 

Die Annahme von Komplementoiden ist also abzulehnen. 

Aber auch um Amboceptoide kann es sich nicht handeln: 

3 ccm Hammelblut werden mit 0,6 ccm inaktiven Meer- 
schweinchenserums 2 Stunden bei 37° digeriert, dann zentri- 
fugiert, gewaschen und auf 3 Réhrchen verteilt: 


zu 1 kommt: 0,008 ccm Amboceptor -+- 0,1 cem Komplement, 
zu 2 - 0,008 __,, 9 
zu 3 sa 0. 


Samtliche Réhrehen auf 5 ccm mit physivlogischer Na(Cl- 
Loésung aufgefiillt. 

Resultat: 1 komplet, 2 ungelést, 3 ungelést. 

Eine Bindung zwischen Blutkérperchen und Hemmungs- 
kérper, die bei Annahme eines Amboceptoids zu erwarten wire, 
ist demmnach nicht eingetreten. 

Zur Prifung, ob es sich etwa um einen Antiamboceptor 
handelt, wurden 1 ccm Kaninchenamboceptor (0,008) + 0,2 ccm 
inaktiven Meerschweinchenserums 1 Stunde bei 37° gehalten. 
Darauf wurde 1 com Hammelblut hinzugefiigt. Weiterer 1 stiin- 
diger Aufenthalt im Brutschrank. Jetzt wurde zentrifugiert 
und gewaschen. Handelte es sich um einen Antiamboceptor, 
so konnten die Hammelblutkérperchen nicht _ sensibilisiert 
worden sein, da ja Amboceptor und Antiamboceptor schon 
miteinander reagiert hatten. Bei Zusatz von Komplement 
durften sie daher nicht in Lésung gehen. Der Versuch bewies 
das Gegenteil. Zufiigen von 0,1 com aktiven Meerschweinchen- 
serums bewirkte komplete Himolyse der Blutkérperchen- 
sedimente. Der Hemmungskérper ist also auch kein Anti- 
amboceptor. 

Da8 er aber auch kein Antikomplement ist, wurde auf 
etwas anderem Wege bewiesen. Dariiber spiiter. Vorerst wurde 
untersucht, ob die Hemmung eine spezifische ist, oder ob in- 
aktives Meerschweinchenserum imstande ist, auch andere himo- 
ytische Prozesse als den bisher untersuchten zu behindern. 
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Normales Hundeserum lést Meerschweinchenblutkérperchen. 
Versetzt man die Meerschweinchenblutkérperchen mit inaktivem 
Meerschweinchenserum, so wird ihre Himolyse durch Hunde- 
serum gleichfalls behindert. Dieselbe Behinderung erfahrt die 
Hamolyse von Hammelblutkérperchen durch normales Hunde- 
serum, wenn die Erythrocyten mit inaktivem Meerschweinchen- 
serum versetzt worden sind. 

Inaktives Hundeserum lést Hammelblutkérperchen nach 
Zusatz von frischem Meerschweinchenserum. 

Auch diese Hamolyse wird durch Vorbehandlung mit in- 
aktivem Meerschweinchenserum behindert. 

Es zeigt sich also, daB der Hemmungskorper keinen 
spezifischen Charakter hat, da er eine Reihe verschiedener 
haimolytischer Reaktionsvorgiinge zu behindern imstande ist. 
Gleichzeitig ist durch diese Versuche aber auch bewiesen, daB8 
er kein Anti-Meerschweinchenkomplement ist, da seine Hem- 
mungskraft keineswegs an die Gegenwart von Meerschweinchen- 
komplement gebunden ist. 

Dies ganze Verhalten, namentlich die Unmdglichkeit, eine 
Reaktion zwischen dem Hemmungskoérper und Blutkérperchen, 
Amboceptor oder Komplement nachzuweisen, macht es unwahr- 
scheinlich, daB es sich bei der Hemmung der Haimolyse durch 
inaktives Meerschweinchenserum um chemische Reaktionsvor- 
ginge handelt. Wir sind vielmehr geneigt, den Vorgang unter 
physikalischen Gesichtspunkten zu betrachten und zu den Ad- 
sorptions- und Umbhiillungserscheinungen zu rechnen. In diesem 
Sinne sei auch auf die Angaben von Traube hingewiesen, der 
in einer der letzten Sitzungen der Berliner Physiologischen Ge- 
sellschaft mitteilte, da die Overflichenspannung der Sera 
sich durch die Inaktivierung andert; er nimmt daraufhin an, 
da8 neue Korper bei der Inaktivierung entstehen, die physi- 
kalisch den allein wirksamen Amboceptor an der Vollbringung 
der Hamolyse hindern. 

Ich will zu den Traubeschen Anschauungen hier nicht 
Stellung nehmen; jedenfalls aber ist durch die vorliegenden 
Untersuchungen das Auftreten eines Hemmungsk6rpers bei der 
Inaktivierung bewiesen. Daf dieser Hemmungskorper nicht im- 
stande ist, die Unwirksamkeit inaktivierter Sera allein zu er- 
klaren, soll ohne weiteres zugegeben werden. 














Zur Kenntnis des Himopyrrols. 


Von 
L. Marchlewski und J. Retinger. 


(Eingegangen am 14. Mai 1908.) 


Zu den wichtigsten Entdeckungen auf dem Gebiet der 
Blutfarbstoffforschung in den letzten Jahren gehért unzweifel- 
haft die des Himopyrrols durch Nencki und Zaleski’). 
Die Methode, welche diese Forscher zur Darstellung des Himo- 
pyrrols angegeben haben, ist auch heute noch stets im Gebrauch. 
Sie beruht auf der Reduktion des Hiimins durch Jodwasser- 
stofisiure bei Anwesenheit von Jodphosphonium in essigsaurer 
Lésung. 

Die Entdecker des Hamopyrrols gaben ihm auf Grund 
von Analysen seiner Doppelverbindung mit Quecksilberchlorid 
und mit Pikrinsiure die Formel C,H,,N und betrachteten die 
sonstigen physikalischen und chemischen Eigenschaften desselben 
als Beweise, da8 die Substanz ein Pyrrolhomologes sein muB. 
Es wurden zwei Moéglichkeiten diskutiert, naimlich dafS Hamo- 
pyrrol Butylpyrrol oder Methylpropylpyrrol sei. Fiir die erstere 
Annahme schienen die Versuche von Kdélle*) zu_ sprechen, 
nach welchen die Kiistersche Himatinsiure C,H,O, durch 
Jodwasserstoffsiure zu der Siure C,H,,O, reduziert wird, welche 
mit der Athyltricarballylsiure identisch zu sein schien. Da- 
nach konnte dem Hamopyrrol die folgende Formel zukommen: 
CH—OH—CH—C,H, 

| 


| 


CH CH CH, 
NH 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 1007, 1901. 
2) Kélle, Inauguraldissertation 1898. 
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Bei der Oxydation eines solchen /-izo-Butylpyrrols kénnte 


dann die Siure: 
CH=C—CH— C,H, 


| 


| 
CO CO COOH 
NH 


entstehen, welche schlieBlich die Hamatinsaure: 
CH=—C—CH—C,H, 
| ™~ 
CO CO COOH 
O 


und diese die Auwersche Athyltricarballylsiure liefern wiirde: 


CH, —CH — CH—C,H, 
| 


COOH CooH GooH 
Wabhrscheinlicher war aber die Annahme, da8 tatsachlich 
im Hamopyrrol Methyl- n-Propylpyrrol vorliegt, worauf die 
genannten Forscher bereits ebenfalls aufmerksam machten. 
Kiister hat nachgewiesen, daB die Himatinsaure leicht Kohlen- 
siure abspaltet und in eine Substanz iibergeht, welche nach 
ihm zweifelsohne identisch ist mit Methyl- Athylmaleinsaure- 
anhydrid, und auBerdem, da8 die Himatinsaure bei energischer 
Oxydation unter anderen Bernsteinsiure liefert.1) Daraus 
folgte, daB diese Séure die folgende Konstitution besitzen muB: 
CH,—C=C—CH,CH,COOH 
bo fo 
\ Sf 
O 
und da8 Hiamopyrrol, falls ihm die von Nencki und Zaleski 
zugeschriebene Zusammensetzung wirklich zukommt, Methyl- 
n-Propylpyrrol sein muB8: 
CH,—C—C—CH,CH,CH, 
2 
CH On 
wy 
NH 
Es schien leicht zu sein, diese Auffassung durch weitere 
Experimente zu stiitzen. In Anbetracht der Versuche von 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2948, 1902. 


1 











Zur Kenntnis des Himopyrrols. 439 


Plancher'), die die Oxydation von Pyrrolhomologen zum 
Zwecke hatten, konnte man erwarten, das’ Himopyrrol bei 
der Oxydation in das Imid der Methyl-n-Propylmaleinsaure 
iibergefiihrt werden wird. In der Tat gelang es Kiister, Haimo- 
pyrrol zu einem Imid zu oxydieren, aber dasselbe erwies sich 
als verschieden von dem erwarteten Methyl-n-Propylmalein- 
siiureimid. *) 

Von anderen Gesichtspunkten geleitet versuchte March- 
lewski mit seinen Mitarbeitern der Frage nach der Konstitution 
des Haimopyrrols niaher zu treten. Fiir Marchlewski war 
Haimopyrrol besonders deswegen von héchstem Interesse, weil 
es ihm mit Nencki gelang nachzuweisen, daS Himopyrrol 
auch bei der Reduktion des Phyllocyanins*), eines Derivates 
des Chlorophylls, gebildet wird, was tibrigens auf Grund der von 
Schuneck und Marchlewski bewiesenen nahen chemischen 
Verwandtschaft des Himato- und Phylloporphyrins zu erwarten 
war. Gestiitzt auf Versuche von Bell iiber die Umwandlung 
vonSuccinimidin Pyrrol haben Marchlewskiund Buraczewski*) 
versucht, das Himopyrrol synthetisch darzustellen. Sie stellten 
Methyl- n- Propylmaleinsiureimid nach der Methode von 
Michael dar und unterwarfen es der Einwirkung von Zink- 
staub bei erhéhter Temperatur und Anwesenheit von Wasser- 
stoff. Das leider nur in geringer Menge erhiltliche Produkt 
verhielt sich in der Tat dem natiirlichen Himopyrrol sehr 
analog, aber bindende Beweise fiir die Identitat beider Produkte 
konnten aus Mangel an Substanz nicht erbracht werden. °) 

Weiterhin war hervorzuheben, wie dies Kiister tat,*) daB8 
die Natur der Oxydationskérper des Himins nicht notwendig 
nur fiir die Pyrrolkonstitution des Himopyrrols sprach, da8 viel- 
mehr die Bildung der Hamatinséiure aus dem Himin auch 
durch die Annahme eines Hexahydroisoindolskelettes in der 
Molekel des Blutfarbstoffs erklirt werden kann. Diese Ansicht 
erwies sich jedcch als wenig wahrscheinlich, da es Marchlewski 


1) Atti R. Accad. dei Lincei Roma [5] 13 I, 489. 

2) Bér. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 2470, 1904. 

3) Bull. intern. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1901. 

4) Bull. intern. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1904, 1. 
5) Bull. intern. de PAcad. des Sciences de Cracovie 1906, 13. 
6) Zeitschr. f. angew. Chem. 19, Heft 6. 





sg 
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mit Goldmann und spiter mit Hetper gelang nachzuweisen, 
da8B Hamopyrrol leicht mit Diazoniumsalzen nach Art eines 
echten Pyrrols zu reagieren vermag. Die genannten haben ge- 
zeigt, dai; Hamopyrrol mit Benzoldiazoniumchlorid als Haupt- 
produkt einen Farbstoff liefert, dessen chlorwasserstofisaures 
Salz bei der Analyse Resultate gab, welche am besten mit der 
Formel C,,H,,N,Cl iibereinstimmten; derselbe war also als ein 
Disazofarbstoff anzusehen. Daraus folgte nun ohne weiteres, 
da8 Hiamopyrrol jedenfalls weder Hexahydroindol noch Hexa- 
hydroisoindol sein kann; auBerdem schien es sehr wahrschein- 
lich, daB es mindestens zwei Kernwasserstoffe frei hat und 
demnach entweder Diathyl- oder Methylpropyl- oder Butyl- 
pyrrol sein kénnte. 

Uberraschende Resultate erhielt dann Kiister beim er- 
1euten Studium der Oxydationsprodukte des Hiaimopyrrols, so- 
wie auch beim Studium seines Verhaltens Siuren gegeniiber. 
Er wies zuniichst nach, da8 Hamopyrrol sich in zwei ver- 
schiedene Teile zerlegen 1a8t, von denen der eine stirker basisch 
als der andere ist, und zweitens, da3 jede dieser Himopyrrol- 
fraktionen bei der Oxydation wider alles Erwarten Methyl- 
iithylmaleinsaiureimid liefert.*) 

Was zuniichst die besagte Spaltbarkeit des Hamopyrvols 
bzw. seine Inhomogenitét anbelangt, so haben Marchlewski 
und Mostowski”) dem Kiisterschen Resultat auf Grund 
eigener Versuche eine andere Deutung gegeben. Nach diesen 
kénnen die Kiisterschen Versuche weder fiir noch gegen die 
Einheitlichkeit des Hamopyrrols sprechen; denn es gelang nach- 
zuweisen, da8 Hiamopyrrol unter dem Einflu$8 von waisserigen 
Saéuren verindert wird, und zwar derartig, daB8 es nach der 
Behandlung mit verdiinnter Schwefelsiiure die Eigenschaft ver- 
liert, dasselbe Hamopyrroldisazodibenzol zu liefern wie ur- 
spriinglich. 

Das zweite Kiistersche Resultat war mit den Befunden 
der analytischen Untersuchungen des Hamopyrroldisazodibenzol- 
chlorhydrates nicht in Einklang zu bringen. Mit Hetper und 
Goldmann‘) hat einer von uns die folgenden analytischen 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2017 (1907). 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 464, 1907. 
3) Bull. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1905, 279 
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Resultate erhalten, welche, wie ersichtlich, viel besser mit der 
Annahme iibereinstimmen, da8 Himopyrrol Methylpropylpyrrol 
ist, als daS es Methylathylpyrrol sei: 








Gefunden Ber. fiir Co>H,.N;Cl Ber. CygHyoN,Cl 
C 65,27 65,25 64,43 
H 7,01 6,03 5,71 
N 18,47 19,08 19,84 
Cl 8,83 9,64 10,02 
99,58 100,00 100,00 


Um die bestehenden Widerspriiche aufzukliren, haben wir 
die Reaktion zwischen Hamopyrrol und Diazoniumsalzen einem 
erneuten Studium unterworfen. Das Resultat ist kurz folgendes. 
Das Hauptprodukt der Reaktion ist iibereinstimmend mit den 
friiheren Befunden entsprechend der Formel C,,H,,N.Cl zu- 
sammengesetzt. AuBer diesem Produkt erhalt man stets noch 
drei andere. Auf eines derselben haben bereits friiher March- 
lewski, Hetper und Goldmann aufmerksam gemacht; es 
ist dies eine wunderbar krystallisierende Substanz von rubin- 
roter Farbe. Neu entdeckt wurden: eine in sehr geringer Menge 
auftretende Substanz, deren Chlorhydrat in griinen Niidelchen 
krystallisiert, und eine in wechselnden Mengen auftretende, in 
rotvioletten Nadeln krystallisierende. 

Demnach muB8 geschlossen werden, da8 das Hauptprodukt 
des Hamopyrrols in der Regel ein Pyrrolhomologes von der 
Formel C,H,,N und nicht C.H,,N ist. Andererseits ist es 
wenig wahrscheinlich, da® simtliche vier isclierte Substanzen 
in genetischer Beziehung zueinander stehen, und es wird daher 
auch die Annahme der Inhomogenitat durch die obigen Resultate 
unterstiitzt, welche die Kiisterschen Versuche unserer Ansicht 
nach nicht beweisen konnten. 


Experimentelles. 

Die Darstellung des Himopyrrols geschah nach der be- 
kannten Methode von Nencki und Zaleski, welche auf der 
Reduktion des Hiimins mit Jodwasserstoffsiure in essigsaurer 
Lésung bei Anwesenheit von Jodphosphonium beruht. Die 
Reduktion wurde jedesmal bei Anwendung von 5g Hamin, 
100 g Jodwasserstoffsiure und ca. 8 g Jodphosphonium ausge- 
fiihrt. Das durch Destillation der verdiinnten und neutralisierten 
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Reduktionsfliissigkeit gewonnene Hamopyrrol wurde sodann 
aus dem wisserigen Destillat mit 500 ccm Ather extrahiert 
und auf die bereits friiher beschriebene Art mit Benzoldiazo- 
niumchlorid behandelt. Auf aus 5 g Himin gewonnenem Himo- 
pyrrol kamen 50 ccm einer "/,-salzsauren Anilinlésung. Die 
iitherische Losung des Himopyrrols nimmt bei der Behandlung 
mit der Diazoniumlésung sofort eine braunviolette Farbe an, 
die nach und nach immer intensiver wird. Sobald die Reaktion 
als beendet angesehen werden konnte und bereits im Scheide- 
trichter, in welchem die Kuppelung vorgenommen wurde, eine 
Abscheidung von Krystallen beobachtet werden konnte, wurde 
die wisserige Liésung abgelassen und die atherische der Kry- 
stallisation tiberlassen. Die abgelassene wiisserige Lésung zeigte 
beim Priifen mit alkalischer R-Salzlésung oder Resorcin stets 
die Anwesenheit von unverbrauchtem Diazoniumsalz. 

Auch in diesem Falle wurde beobachtet, daB als erstes 
Reaktionsprodukt des Himopyrrols und Benzoldiazoniumchlorids 
eine orangegelbe Verbindung in Form von Nadeln abgeschieden 
wird, die jedoch sehr bald weiteren Umwandlungen unterliegt. 

Nach 24stiindigem Stehen wurden die aus der atherischen 
Lésung abgeschiedenen Krystalle abfiltriert und das Filtrat 
durch Destillation auf die Hialfte konzentriert. Diese erste 
Mutterlauge gab eine weitere Abscheidung von Krystallen, die 
der Hauptsache nach mit denen der ersten Abscheidung identisch 
zu sein schienen. Durch Konzentrieren der zweiten Mutterlauge 
wurde wiederum eine Abscheidung von Krystallen beobachtet, 
die jedoch im Vergleich mit den beiden vorhergehenden weniger 
einheitlich erschien. Die dritte Mutterlauge gab nach dem 
Konzentrieren eine Abscheidung von den unten zu beschreibenden 
rubinroten Krystallen, wahrend das Filtrat von den letzteren 
bei weiteren Konzentrationen eine Abscheidung von griinen 
feinen Nidelchen ergab. Die Mutterlauge der griinen Nadeln 
endlich gab beim Verdampfen eine klebrige, braunschwarze 
Masse, aus welcher nichts Krystallisierendes zu isolieren war. 

Im ganzen wurden in diesem Falle aus 50 g Himin 3,67 
der am schwersten in Ather léslichen Krystalle erhalten (Pro- 
dukt I), 0,21 der rubinroten Krystalle (Produkt II), 0,040 g 
eines Mischproduktes und 0,0322 g der griinen Nadeln (Pro- 


dukt III), simtliche Produkte im ungereinigten Zustande gewogen. 
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Unter dem Mikroskop betrachtet, erschienen bereits diese Roh- 
fraktionen in der Regel ziemlich einheitlich. Einigemal er- 
hielten wir aber auch ein abweichendes Resultat; die in Ather 
am wenigsten léslichen Produkte erschienen auf den ersten 
Blick uneinheitlich, und die mikroskopische Untersuchung lie8 
mit Leichtigkeit die Anwesenheit von 2 Krystalltypen ent- 
decken, von denen der eine identisch mit dem Produkt I war, 
wahrend der zweite eine friiher nicht beobachtete neue Sub- 
stanz darstellte (Produkt IV). 


Produkt I. 

Dasselbe ist in der Regel der Hauptsache nach Himo- 
pyrroldisazodibenzolchlorhydrat, welches bereits friiher be- 
schrieben wurde. 

Die Reingewinnung dieses Chlorhydrats gelingt leicht durch 
Krystallisation des Rohproduktes aus siedendem Alkohol. Die 
Lésungen miissen behufs rascher Krystallisation ziemlich kon- 
zentriert hergestellt werden. Besonders rasch erfolgt die 
Krystallisation aus einem Gemisch von Alkohol und Ather. 
Man arbeitet am zweckmaBigsten in der Art, daB man eine 
ziemlich konzentrierte alkoholische Losung mit Ather versetzt. 
Das Produkt krystallisiert in schénen braunroten Nadeln, 
welche Metaliglanz besitzen, und welche nach Morozewicz wie 
folgt charakterisiert werden kénnen. 

»1im auffallenden Lichte erscheinen die Krystalle gold- 
glinzend. Der allgemeine Charakter: lange, zerbrochene Nadeln; 
einzelne Exemplare schrag zugespitzt. Im durchfallenden Lichte 
erscheinen sie braun. Dicke Exemplare zerstreuen das Licht 
bedeutend. Bei diinnen Exemplaren wurde eine schrige Aus- 
léschung konstatiert, deren Winkel in bezug auf die Liangen- 
richtung der Krystalle etwa 10° betriagt. Pleochroismus: 
e — dunkel, a —braunrot.!) Die Polarisationsfarbe ist blutrot. 
Die Krystalle gehéren entweder dem monoklinen oder dem 
triklinen System an.“ 

Der Schmelzpunkt wurde, iibereinstimmend mit friiheren 
Angaben, bei 233° gefunden. 

Bei der Analyse der bei 105° sorgfiltig getrockneten Pra- 


1) a senkrecht zu ¢; ¢ in Bezug auf Lingenrichtung um 10° geneigt. 


Be eae 


a te 


i a 








444 L. Marchlewski u. J. Retinger: 


parate, welche dabei, wie konstatiert wurde, keine sauren oder 
basischen Diaimpfe abgeben, wurden folgende Werte erhalten: 
1. 0,1360 g gaben 0,3280 g CO, und 0,0842 g H,O, 
entsprechend 65,77°/,C, 6,87°/, H. 
2. 0,1192 g gaben 0,2871 g CO, und 0,0735 g H,O, 
entsprechend 65,69°/, C, 6,91°/, H. 
3. 0,1407 g gaben 0,0530 g AgCl, 
entsprechend 9,30°/, Cl. 
. 0,1000g gaben 16,8ccm N, (iiber NaOH) t—18,5, b—730mm, 
entsprechend 18,77°/, N. 
5. 0,1166 g gaben 19,0ccm N, (iiber NaOH) t= 19, b=736mm, 
entsprechend 18,79°/, N. 
6. 0,1319 g gaben 21,4 ccm N, (iiber H,O) t= 14, b= 710mm, 
entsprechend 17,73°), N. 
. 0,0960 g gaben 15,9 ccm N, (iiber H,O) t= 17°, b==724 mm, 
entsprechend 18,29°/, N. 


i 


~I 


Im Mittel C: 1. 65,77 N: 1. 18,77 

2. 65,69 2. 18,79 

~ 65,739], 3. 17,73 

H: 1. 6,87 4. 18,29 

2. 6,91 18,39 

Gefunden Ber. fiir C.9H,.N;Cl Ber. fiir C,gHa 9N,Cl 

C: 65,73°/, 65,25°/, 64,43°), 
H: 6,89,, 6,03 ,, 5,71 ,, 
N: 18,39,, 19,08 ,, 19,84 ,, 
Ci: 9,30,, ° 9,64 ,, 10,02 ,, 
100,31°/, 100,00°/, 100,00°/, 


Wie ersichtlich, stimmen die erhaltenen Werte auch dies- 
mal viel besser mit der Formel C,,H,,N,0l. Die Formel 


C,,H, )N,Cl, welche unter der Voraussetzung abgeleitet wurde, 


da8 Himopyrrol die Formel C,H,,N besitzt, also Methylathyl- 
pyrrol sei, erscheint ausgeschlossen. 

Den bereits publizierten Angaben beziiglich der Eigen- 
schaften des Himopyrroldisazodibenzolhydrochlorids haben wir 
nicht viel beizufiigen. Durch Alkaliwirkung wird das Hydro- 
chlorid leicht zersetzt unter Bildung des freien Azofarbstoffes, 
welcher aus verdiinntem Alkohol ziemlich leicht krystallisiert. 
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Mit der Durchanalysierung desselben sind wir noch beschiftigt. 
Uber die krystallographischen Verhiltnisse des Azofarbstoffes 
hat Prof. Morozewicz die folgenden Angaben gemacht. 

lm reflektierten Lichte erscheinen die Krystalle blutrot. 
Im durechgehenden Lichte sind die meisten Individuen voll- 
kommen undurchsichtig. Kurze Saulen, welche am _hiiufigsten 
an einem Ende schrig abgeschnitten sind. Die schriige Flache 
bildet mit der Langsachse der Krystalle einen Winkel von 
124° bzw. 56°. Mitunter treten beiderseitig zugespitzte Indi- 
viduen auf. Infolge der nahezu vollstiéndigen Undurchsichtig- 
keit der Krystalle ist eine nihere Charakteristik derselben un- 
durchfiihrbar. Sie gehdéren jedoch jedenfalls dem mono- oder 
triklinen System an.‘ 

Bei der spektroskopischen Untersuchung des freien Farb- 
stoffes in atherischer Lésung wurden folgende Verhaltnisse be- 
merkt: 

Konzentration: 1 cem—0,00005 ¢ 
Absorption des Rots bis 4 732 
Band 4 563,5—471 
Innerhalb des Bandes ist ein Dunkelheitsminimum zu_beob- 


achten. 
Endabsorption von 4 410 an. 


Konzentration: 1 ccm —0,00003 ¢g 
Absorption des Rots bis 2 733 
Band I 4 557—530,5 
» I 4 519—495 
Endabsorption von 4 405 an. 
Konzentration: 1 cem=90,00002 g 
Absorption des Rots bis 4 736 
Band I 24 548,5—536,5 
» II 4516—501,5 
Konzentration: 1 ccm = 0,000015 ¢ 
Band I 4 548—540,5 
» IL 4 514—503 
Das Hydrochlorid verursacht im Spektrum nur ein Band 
auf der Thalium-Linie. 
Interessant sind die komplexen Metal!lsalze des Hamopyrrol- 


disazodibenzols. Dieselben entstehen leicht beim Mischen seiner 


kochenden alkoholischen Lésung mit den alkoholischen wasserigen 
Biochemische Zeitschrift Band X. 29 


pais oooh eal se. 
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Lésungen verschiedener Metallsalze. Das mit Kupferazetat er- 
zeugte Salz ist blau gefarbt, dasjenige mit Uranazetat ebenfalls 
blau. Die komplexen Salze sind in Ather leicht léslich und 
erzeugen im Spektrum charakteristische Absorptionen. 


Kupferazetatsalz. 


Konzentration: 1cem=0,00014 ¢ 
Absorption des Rots his 4 720 
Band / 661—54l1 
Endabsorption 4 420 
Konzentration: 1 cem=0,000091 g¢g 
Absorption des Rots bis 4 724 
Band I £4 612—562 
Il 4 587—582 
Konzentration: 1 ccm = 0,000061 g 
Band I kaum sichtbar 
» II 586,5—582 


Uranazetatsalz. 
Konzentration: 1 cem=0,00014 g 
Absorption des Rots bis 4 689 
Band 4 650,5—522,5 
Endabsorption bei ca. 4 400 
Konzentration: 1 ccm = 0,000091 g 
Absorption des Rots bis 4 721 
Band 4 630—542 
Konzentration: 1 ccm = 0,000061 
Band 4 609—554 
Innerhalb desselben ist ein Dunkelheitsmaximum 


von 4 588—580 





zu bemerken. 


Konzentration: 1 ccm —0,00004 g 
Band 4 587—581. 


Produkt II. 


In den Mutterlaugen vom Chlorhydrat des Hamopyrrol- 
disazodibenzols befindet sich ein Koérper, welcher sich sehr auf- 
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fallend von jenem unterscheidet. Er laBt sich von ersterem 
leicht auf Grund seiner Schwerléslichkeit in Alkohol vollstandig 
trennen und kann behufs endgiiltiger Reinigung aus einem Ge- 
misch von Chloroform und Alkohol krystallisiert werden. Die 
Krystallisation wird am einfachsten in der Art bewerkstelligt, 
da8 das Rohprodukt zunachst mit kleinen Mengen von Alkohol 
ausgekocht, sodann in heiBem Chloroform gelést und durch 
Zusatz von Alkohol abgeschieden wird. Aus der noch warmen 
Lésung scheiden sich prichtig schillernde rubinrote Krystalle 
ab, die auf einem gehirteten Filter gesammelt werden und 
nach dem Waschen mit Alkohol und Ather und Trocknen bei 
105° zur Analyse gelangen kénnen. Leider haben wir von 
dieser Substanz nur geringe Mengen unter den Hiinden gehabt. 
Der Schmelzpunkt dieser Substanz liegt bei 268°. Sie lést 
sich in Chloroform mit blauvioletter Farbe auf, siedender 
Alkohol nimmt nur Spuren mit blauer Farbe auf; auch in 
Ather ist die Substanz schwer ldslich. 

Uber die krystallographischen Verhaltnisse dieses Produktes 
machte uns Herr Prof. Morozewicz folgende Angaben: ,,Die 
Farbe der Krystalle im reflektierten Lichte ist amarantviolett, 
im durchfallenden  prichtig dunkelsmalteblau. Liangliche, 
flache Saulen, welche haufig eine Schwalbenschwanzbegrenzung 
haben; manche Krystalle sind gerade abgeschnitten. Zwischen 
gekreuzten Nicols werden sie gerade verdunkelt. Die senk- 
rechte Achse (z) fallt mit der Achse der kleinsten optischen 
Elastizititsachse zusammen. Pleochroismus hervorragend: parallel 
zu z smalteblau, senkrecht zu z schwarz. Die Krystalle ge- 
héren dem rhombischen Systeme an.“ 

Die Analysen gaben folgende Resultate: 

1. 0,1036 g gaben 0,2598 g CO, und 0,0613 g H,O, 

entsprechend 68,39°/, C 
und 6,57°/, H. 

2. 0,1180 g Substanz gaben 18,4 ccm N (iiber Wasser) bei 

t 18°, b 743 mm, 
entsprechend 17,52°/, N. 

3. 0,1027 g gaben 16,5 cem N (iiber Wasser) bei t= 17°, 

b == 734,6 mm, 
entsprechend 18,09°/, N. 
29" 
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Gefunden im Mittel Ber. f. C.,H,,N;O0, 


C:  — 68,39°/, 68,14°/, 
H: 6,57°/, 6,66°/, 
N: 17,80°/, 17,28°/, 
O: 7,24°/, 7,92°/, 

100,00°/, 100,00°/, 


Die gefundenen Werte stimmen, wie ersichtlich, gut mit 
der Formel C,,H,,N,O, iiberein, welche jedoch vorliufig mit 
Vorbehalt angefiihrt wird. Dieselbe wird unter der Annahme 
berechnet, da das Produkt chlorfrei ist, welche sich haupt- 
sichlich auf der Beobachtung stiitzt, daB bei der Priifung auf 
Halogen nach der bekannten Flammenreaktion eine nur sehr 
schwache Griinfarbung wahrgenommen wurde, welche allerdings 
durch Spuren einer Verunreinigung verursacht werden konnte. 
Nimmt man an, da Substanz Chlor als kon- 
stituierenden Bestandteil enthalt, so berechnet sich etwa die 
Formel C,,H,,N,Cl, welche verlangt: 68,28°/, C, 6,53°/, H, 
17,70°/, N, 7,48°/, Cl- Die Chloroformlésung dieses Produktes 
verursacht im weniger gebrochenen Teil des Spektrums zwei 


die doch 


Bander. 
Konzentration 1 ccm = 0,000103 


Absorption des Rots bis 4 
Band I 4 

~—_ = 

Konzentration 
Absorption des Rots bis 2 
Band I 2 

~ ma 

Konzentration 
Absorption des Rots bis / 
Band I 3 

II 2 


” 


622 

571,5—556,5 
531,5—511,0 

1 com = 0,000 0686 
638,5 

569,0—557,5 
528,0—513,0 

1 com = 0,000 0464 
650 

563,5—559,0 


524,0—516,5 


Produkt II besitzt ebenfalls die Fahigkeit, komplexe Metall- 


salze zu bilden, die jedoch eine unschéne braune Farbe auf- 


weisen. Die Darstellung derselben erfolgt in der Art, daB die 


Chloroform-Alkohol-Lésung des Produktes mit der alkoholischen 
Lésung der Metallazetate versetzt wurde. 
auf dem Wasserbade erwirmt, das Lésungsmittel verdampft 


Das Gemisch wurde 
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und der Riickstand in Ather aufgenommen. Untersucht wurde 
das Kupfer und Uransalz. 


Kupferazetatsalz. 


Konzentration entsprechend 0,000137 ¢ Produktes I 
pro l cem. 
Absorption des Rots bis 2 698 
Band I 4 605,0—572,5 
Endabsorption 4 525 
Konzentration entsprechend 0,0000913 g Produktes II 
pro 1 cem. 
Absorption des Rots bis 4 707 
Band I 4 602—574 
Endabsorption 4 510 
Konzentration entsprechend 0,0000406 g Produktes II 
pro 1 cem. 
Absorption des Rots bis 4 721,5 
Band I kaum sichtbar 
» IL 4 496,0—475,5 
Konzentration entsprechend 0,000027 g Produktes U 
pro l ccm. 
Band I unsiclitbar 
» ILA 494,5—479 
Uranazetatsalz. 

Dasselbe verhilt sich dem Kupfersalz ganz analog. In 
konzentrierteren Lésungen ist auBer der Absorption eines Teiles 
des Rots am Infrarot und der Endabsorption nur ein Band 
vorhanden. Je nach der eingehaltenen Konzentration entspricht 
die Lage des ersten Bandes den folgenden Wellenlingen: 

Band I 2 606,5—571,0 
;, Ld’ 603,0—574,5 
, Ld 595,5--576 
» 1. 4 588 —B580 sehr matt. 

Bei der Konzentration, welche durch die letzt angefiihrten 
Wellenlangen des ersten Bandes charakterisiert ist, tritt bereits 
ein zweites Band auf: 

Band II 4 492,5—472 
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Bei weiterer Verdiinnung verschwindet das erste Band 
ganzlich, und das zweite Band entspricht den folgenden Wellen- 
langen: 

2 491,5 — 476,0. 

Erwaihnt mag endlich noch werden, da8 Produkt II auch im 
Ultraviolett ein charakteristisches, aus zwei Bandern bestehen- 
des Spektrum zeigt. Das erste, starke Band liegt auf der Hg 
== 404,7 wu-Linie, das zweite, auBerst matte ungefaihr zwischen 
jener Linie und dem Hg-Triplet 366,3, 365,5, 356,0 uu. 

Was die Natur des Produktes II anbelangt, so ist dieselbe 
vorderhand noch véllig unklar. Bezeichnend ist jedoch die Tat- 
sache, daB das synthetische «/,-Dimethylpyrrol eine ganz ana- 
loge Verbindung mit Diazoniumsalzen bildet. AuBerlich sind 
beide Substanzen kaum zu unterscheiden. Auch sind die Ab- 
sorptionsverhaltnisse beider K6érper im weniger gebrochenen 
Teil des Spektrums ganz analog. Nur im Ultraviolett wurde 
ein Unterschied beobachtet. Wahrend namlich Produkt II aus 
Himopyrrol, wie gesagt, zwei Binder verursacht, von denen 
das eine viel intensiver ist als das andere, zeigt das aus Di- 
methylpyrrol gewonnene Produkt zwei Bander von annahernd 
derselben Intensitét. Das eine liegt zwischen der Hg-Linie 
== 435,8 wu und 404,7 wu, das andere auf letzterer Linie. Das 
in Rede stehende Dimethylpyrrolderivat wird gegenwartig aus- 
fiihrlich untersucht. Uber das Ergebnis dieses Studiums soll 
spater ausfiihrlich berichtet werden. 


Produkt III. 


Dieses Produkt entsteht in so geringen Mengen, da8 wir 
von einer genaueren Untersuchung desselben Abstand nehmen 
muBten. In Form des Chlorhydrates krystallisiert es in schénen 
griinen Niadelchen, die starken Glanz besitzen. Sie schmelzen 
noch nicht bei 300°. In Alkohol in der Warme lésen sie sich 
ziemlich leicht mit rétlich-violetter Farbe, in Ather sind sie 
auBerst schwer léslich. Durch Alkalizusatz wird der freie Farb- 


stoff abgeschieden, welcher in organischen Solvenzien leicht 
léslich ist. Die Farbe seiner Lésungen ist blaustichiger als die 
des Produktes Il. Im Spektrum erzeugt die atherische Lésung 
des Farbstoffes zwei Bander, welche durch folgende Wellen- 
langen charakterisiert sind: 
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Band I 4601,0—573,0 

Band II 4 560,0 — 536,0 
Das allgemeine Verhalten dieses Produktes spricht dafiir, daB 
es dem Produkt I viel naher steht als dem Produkt II. 


Produkt IV. 

Bei einigen Darstellungen des Hiaimopyrroldisazodibenzol- 
chlorhydrates wurde bemerkt, da8 bereits die ersten Krystall- 
ausbeuten inhomogen waren. AuBer den helleren Krystallen des 
Produktes I wurden dunkel rotbraune Nadeln beobachtet, welche 
einen anderen Krystallhabitus aufwiesen. 

Wurde dieses Gemisch aus Alkohol umkrystallisiert, so er- 
hielt man ein Produkt, in welchem das Chlorhydrat des Hamo- 
pyrroldisazodibenzols an Menge zwar zuriicktrat, aber dennoch 
in ansehnlicher Quantitét vorhanden war. Der Schmelzpunkt 
derartiger Praiparate variierte zwischen 180 und 183°. Hiaufige 
Krystallisationen anderten an der Sachlage nicht viel, eine 
mikroskopische Untersuchung iiberzeugte uns sofort, dab die 
gewonnenen Priparate stets Gemische von zwei verschiedenen 
Koérpern waren. Es gelang jedoch auf folgende Art, eine voll- 
stiindige Trennung des Produktes I vom Produkte IV zu er- 
zielen. Wird das Gemisch auf dem Filter mit kleinen Mengen 
kalten Chloroforms behandelt, so lést sich Produkt IV, wahrend 
die Hauptmenge des Produktes I ungelést zuriickbleibt. Letzteres 
zeigte ohne weitere Reinigungen nahezu den korrekten Schmelz- 
punkt (233°). Die Chloroformlésung wurde nun mit Petroleum- 


° versetzt, wobei Produkt IV in amorphen 


ather vom Siedep. 27 
Flocken niedergeschlagen wird. Im Filtrat von letzterem scheint 
noch ein anderer Kérper von roter Farbe vorhanden zu sein. 
Der erwahnte, durch Petroleum erzeugte Niederschlag wurde 
nun zweimal aus siedendem Alkohol umkrystallisiert, wobei 
dunkelrotbraune, undurchsichtige, spitze, schmale Saulen er- 
halten wurden, welche konstant bei 185 bis 186° schmolzen. 
Das Produkt wurde bei 105° getrocknet und analysiert. 
1. 0,1278 g gaben 0,3076 CO, und 0,0810 g H,O, 
entsprechend 65,74°/, C, 
7,04°/, H, 
2. 0,1380 g gaben 0,0508 g AgCl, 
entsprechend 9,10°/, Cl. 
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3. 0,1138 g gaben 0,2735 g CO, und 0,0650 g H,0, 

entsprechend 65,55° , C, 
6,34°/, H, 
4. 0,1070 g gaben 14,5 ccm N (iiber Wasser) 
bei t 7°, b= 746,6 mm, 

entsprechend 15,37 °/, N. 

5. 0,1138 g gaben 14,65 ccm N, t 14°, b= 718 mm 
entsprechend 14,23°/, N. 

Leider hatten wir nicht genug Substanz zur Verfiigung, 
um noch eine Stickstoffbestimmung auszufiihren, welche in 
Anbetracht der ziemlich starken Differenz der zwei erhaltenen 
Werte wiinschenswert erschien. Die erhaltenen Resultate 
sprechen aber doch entschieden gegen die Annahme, da das 
Chlorhydrat des Produktes IV mit dem des Produktes I isomer 
sei, was aus der Ubereinstimmung der C-, H- und Cl-Werte 
geschlossen werden kénnte. Die obwaltenden Verhaltnisse werden 
durch die folgende Zusammenstellung iibersichtlicher: 


Produkt I Produkt IV 
C: 65,73 °/, 65,59 °/, 
H: 6,89 "he 6,69 y P 
N: 18,39 ° ° 14,82 °/, 
Cl: 9,30 °/,, 9,10°/, 


Sollten weitere Studien die obigen N-Werte bestatigen. so 
wiirde folgen, das Produkt IV im Gegensatz zu Produkt I 
sauerstofthaltig ist. Bemerkt mu8 jedoch werden, da8 wir die 
zur Analyse bestimmten Proben vorderhand nur bei 105° 
trockneten. Héheres Erhitzen erschien riskant, da die Sub- 
stanz eine kleine Menge saurer Diimpfe abgab. In spektro- 
skopischer Beziehung unterscheidet sich Produkt IV sehr un- 
bedeutend von Produkt I. 

Bei der Untersuchung der spektralen Eigenschaften des 
freien Farbstoffs, welcher durch Alkaliwirkung sofort aus dem 
Chlorhydrat entsteht, wurden folgende Werte erhalten: 

Lésungsmittel: Ather. 
Konzentration entsprechend 0,000073 g Chlorhydrat 
pro l ccm. 
Absorption des Rots bis 4 737 
Band 4 562—454 


Endabsorption 4 410 
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Konzentration entsprechend 0,000048 g Chlorhydrat 
pro 1 ccm. 
Absorption des Rots bis 4 733 
Band 4 553—471 
Konzentration entsprechend 0,000032 g Chlorhydrat 





pro lcem. 
Band 2 548—481 
Bei weiterer Verdiinnung wird das beobachtete Band in zwei 
gespalten: 
Konzentration 0,000022 g Chlorhydrat pro 1 cem. 
Band I / 547—539 
» 1114519—496 
Konzentration 0,000014 ¢ Chlorhydrat pro 1 ccm. 
Band I 4 547—541 
»» IL 4517—497 
Wie ersichtlich, ist dieses Spektrum dem des Produktes I 
sehr ahnlich. Die Binder sind jedoch bei jenem besser be- 
grenzt. Mit Metallsalzen liefert Produkt IV ebenfalls komplexe 
Salze. Das Kupferazetatsalz ist blau-violett, das Uranazetatsalz 
blau. Genauer wurde nur das Uransalzspektrum untersucht. 
In stirkeren Konzentrationen zeigen die atherischen Lésungen 
nur ein Band, welches je nach der Konzentration folgende 
Wellenlangen einnimmt: 
Band / 643—519,5 
» 2£623—541 
Bei starkeren Verdiinnungen wird dieses Band gespalten: 
Band I 4 611—593,5 
, IL 4586,5—578,5 
oder ,, I 4605—594 
» 112 586,5—581 
oder ,, I 4 601—594,5 
, 112 586,5—582,5 
Das Studium der Haimopyrrolazoderivate wird fortgesetzt. 


a i 











Auftreten von Formaldehyd bei der zellfreien Girung. 
Von 
Alexander Lebedew, Moskau. 
Vorlaiufige Mitteilung. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1908.) 


Im Sommersemester 1907 habe ich kinetische Versuche 
iiber die PreSsaftgirung angefangen und zu diesem Zweck den 
Waltonschen Schiittelapparat') in von mir etwas modifizierter 
Form angewandt. Bei diesen Versuchen machte ich die iber- 
raschende Beobachtung, daB, nachdem die Girung zu Ende 
gegangen war, nunmehr, obwohl der Apparat Tag und Nacht 
geschiittelt wurde, die Reaktion umgekehrt verlief, d. h. Ab- 
sorption des iiber dem gegorenen PreBsaft sich befindenden Kohlen- 
siuregases stattfand. Diese Erscheinung konnte ich bei allen Ver- 
suchen wahrnehmen, und es wurden nicht selten bis zu 20 ccm, 
in einzelnen Fallen sogar noch mehr Kohlendioxyd von 20 ccm 
urspriinglich angewendeten PreBsaft verschluckt, wie man es 
z. B. aus folgenden Zahlen sehen kann. 

1. Versuch. 2 Kélbchen mit je 20 ccm PreBsaft und 
4cem 10°/,iger Traubenzuckerlésung -+-0,2ccm Tolnol. Ferner 
2 Kélbchen zur Beobachtung der Selbstgiirung des PreBsaftes, 
enthaltend je 20 ccm PreBsaft ohne Zuckerzusatz, aber mit 
4 ccm Wasser verdiinnt. Nach der vollendeten Girung wurde 
beobachtet, wieviel Kohlendioxyd absorbiert werde. 

In den 2 Kélbchen ohne Zuckerzusatz wurde 1 resp. 
1,5 com Kohlendioxyd, in den beiden mit Zuckerzusatz 28 resp. 


30 cem verschluckt. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 47, 185, 1904. 
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2. Versuch. Dieselben Bedingungen. In 2 Kélbchen ohne 
Zuckerzusatz wurde | resp. 0,6 ccm, in 2 Kélbchen mit Zucker 
22,7 resp. 22,6 ccm Kohlendioxyd absorbiert. 

Da der Apparat auf seine Dichtigkeit sorgfaltig untersucht 
worden ist, sind Versuchsfehler vollkommen ausgeschlossen. 
Ebenso unmdglich ist es, daB die Sperrfliissigkeit (Wasser) so 
viel Kohlendioxyd absorbieren konnte, weil erstens immer mit 
demselben Wasser gearbeitet wurde, und zweitens bei den 
Kontrollversuchen mit geschlossenem Hahn, oder mit durch 
Klemmschraube zusammengedriickter Gummischlauchverbindung 


zwischen dem Capillarrohr und dem Kolben — wobei also die 
jarkélbchen ausgeschaltet waren — sich zeigte, daB innerhalb 


24 Stunden nur ungefihr 1 cem Kohlendioxyd von dem Wasser 
verschluckt wurde. 

Ubrigens laBt sich die starke Absorption des Gases auch 
bei den gewichtsanalytischen Bestimmungen der Girkraft im 
Erlenmeyerkélbchen mit MeiBSlschem Garverschlu8 im 
Thermostaten beobachten; man sieht namlich, wie nach be- 
endeter Girung die Schwefelsiiure bedeutend in den inneren 
Teil des Garventils, unter Umstiinden sogar bis in den Kolben 
selbst hineingezogen wird. 

Die oben beschriebene Beobachtung beim Arbeiten mit dem 
Waltonschen Apparat lie’ mich vermuten, da die Reaktion 
der Gairfliissigkeit neutral oder etwas sauer blieb, daB in dem 
PreBsafte eine Zuckersynthese stattfinden miiBte, d. h. also, 
da8 auch bei der zellfreien Girung eine Reversion des Prozesses 
vor sich geht, wie dies fiir andere enzymatische Vorgiinge nach- 
gewiesen ist. 

Ich habe nun zunachst Versuche ausgefiihrt, um fest- 
zustellen, ob der PreBsaft aus Alkohol und Kohlensaéure Zucker 
zu synthetisieren vermag. Zu dem Zwecke leitete ich mehrere 
Tage lang ununterbrochen Kohlensiure durch alkoholhaltigen, 
glykogenfreien PreSsaft und fiihrte dann alle 2—3 Tage Zucker- 
bestimmungen aus. Jeder Versuch dauerte mehr als drei Wochen, 
es lieB sich aber Zuckerbildung mit Sicherheit nicht nachweisen; 
dagegen konnte ich konstatieren, daS ein Polysaccharid des 
PreSsaftes fortwihrend gespalten wird und dabei die Menge 
des reduzierenden Zuckers wichst. 

Nachdem diese Versuche keinen Beweis fiir die Richtigkeit 
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meiner Annahme geliefert hatten, stellte ich Garversuche mit 
PreBsaft unter Zuckerzusatz (aber ohne Alkohol) an und _ be- 
stimmte sowohl wahrend der Giarung wie nach Beendigung 
derselben den Zuckergehalt des gegorenen Saftes. Parallel 
hiermit machte ich mit Hilfe des genannten Apparates volu- 
metrische Kohlensiurebestimmungen. Uber die hierbei ge- 
wonnenen Resultate wird spiiter in dieser Zeitschrift berichtet 
werden, wobei auch auf die Natur des Polysaccharids ein- 
gegangen werden soll.') AuBer den beiden Girkélbchen be- 
fanden sich zwei weitere Kélbchen in dem Apparat, die nur 
mit PreBsaft beschickt, also ohne Zuckerzusatz geblieben waren; 
nur in denjenigen Fallen, wo infolge des vorhandenen Zuckers 
lebhafte Gairung eintrat, zeigte sich dann am Schlusse die Er- 
scheinung der Absorption der Kohlensaure besonders auffillig. 

Nach einer Ursache fiir dies ratselhafte Verschwinden des 
Kohlendioxyds suchend, kam mir der Gedanke, da bei der 
Girung vielleicht Kohlensaure zu Formaldehyd reduziert werden 
und letzterer sich dann zu Biosen, Triosen usw. kondensieren 
kénnte. Ich habe deshalb die fiir die erwahnten Zucker- 
bestimmungen verwendeten Proben des PreSsaftes jedesmal 
daraufhin untersucht und zu meinem Erstaunen Formaldehyd 
wirklich nachweisen kénnen. Die Reaktionen waren dann be- 
sonders stark, wenn der PreBsaft am wenigsten reduzierenden 
Zucker enthielt; vor und nach diesem Zeitpunkt fiel die Form- 
aldehydreaktion um so schwicher aus, je mehr reduzierender 
Zucker vorhanden war. Die ausgefiihrten Niederschlags- 
reaktionen auf Formaldehyd waren folgende: mit Dimethyl- 
hydroresorcin®); mit p-Nitrophenylhydrazin*); besonders schéne 
Reaktionen auf Formaldehyd sind die mit Dimethylanilin‘) 


1) Hier sei vorlaufig nur darauf hingewiesen, daB die mit girendem 
PreBsaft ausgefiihrten direkten Zuckerbestimmungen eine groBere Ge- 
schwindigkeit fiir das Verschwinden des Zuckers ergeben haben, als 
sich aus den entwickelten Kohlensiuremengen berechnet. 

Es scheint demnach, daS das Verschwinden des Zuckers und die 
Giarung zwei nebeneinander unabhingig verlaufende Prozesse (konsekutive 
Reaktionen) sind. 

2) Vorlander und Kalkow, Lieb. Ann. 309, 356, 1899; Vor- 
lander, Ibid. 294, 316, 1897. 

5) Bamberger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 1807, 1899. 

*) Trillat, Compt. r. d. Acad. d. sciences 116, 891, 1893. 
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(wobei Tetramethyldiamidodiphenylmethan entsteht, welches in 
Beriihrung auf dem mit Essigsiure befeuchteten Filter mit Blei- 
superoxyd eine intensive blaue Firbung infolge Bildung des 
Hydrols gibt), sowie die mit p-Dihydrazinodiphenyl.') Selbst- 
verstaindlich sind alle diese Reaktionen angestellt worden, nach- 
dem die EiweiBkiérper entfernt waren. Auch im Destillat konnte 
Formaldehyd nachgewiesen werden. Erwahnt sei noch, daB 
frischer PreBsaft nach Entfernung der EiweifSstoffe mit den 
angefiihrten Reagentien keine Niederschlige gab. 

Nachdem somit vier der besten Reaktionen auf Form- 
aldehyd ein positives Resultat ergeben haben, muS man daran 
denken, da8 derselbe vielleicht bei der Garung entsteht. 

Es kénnte sein, dafi der Formaldehyd bei der Spaltung 
des Zuckers durch die Zymase auftritt, oder daB er ein Re- 
duktionsprodukt der Kohlenséure ist, was bei den stark redu- 
zierenden Eigenschaften des Pre®saftes?) méglich erscheint. 

Die Fachgenossen bitte ich, diese Untersuchungen — sowohl 
die Zuckerbestimmungen wihrend der Garung, als auch die 
Klarung der Frage itiber das Entstehen des Formaldehyds — 
mir ungestért zu iiberlassen. 

1) Neuberg. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 1963, 1899. — Hier- 
bei wurde der PreBsaft nach Beseitigung der koagulierbaren Eiwei8kérper 
mit 1 Vol. Athylalkohol versetzt, um die Bildung von anderen Hydrazonen 
sicherer zu vermeiden. 

2) Vgl. M. Hahn in E. und H. Buchner und M. Hahn, Die 
Zymasegirung, Miinchen 1903, 341—349. 








Uber eiweifspaltende Enzyme im Sauglingsharn. 
Von 
Arnold Benfey. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Kénigl. Universitats-Kinderklinik 
in Berlin. Direktor: Geheimrat Heubner.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1908.) 


Das Vorkommen eiweiiverdauender Enzyme im Urin ist 
seit langer Zeit bekannt. Aber die Verschiedenheit, die in den 
Resultaten der einzelnen Untersucher zutage tritt, ist so groB, 
daB man gezwungen ist, sie im wesentlichen auf eine Unzu- 
langlichkeit der angewandten Methoden zuriickzufiihren. Wenig- 
stens sprechen hierfiir die beiden iiber Enzyme im Sauglings- 
urin vorliegenden Arbeiten. 

Wabrend Philips’) bei seinen in der Breslauer Kinder- 
klinik angestellten Versuchen nicht einmal der Nachweis von 


Pepsin im Urin gelang — er bediente sich dazu der Mett- 
schen Probe — konnte Borrino*) an derselben Klinik mit 


veranderter Methodik dieses Enzym im Sauglingsurin nachweisen, 
wihrend ihre Versuche zum Nachweis von Trypsin negativ 
ausfielen. Die von ihr angewandte Methode ist von Mya 
und Belfanti*) angegeben. Frisch hergestellte und in reinem 
Glycerin aufbewahrte Rindsfibrinflocken werden in angesiuertem, 
ungekochtem Urin nach 8 bis 10 Std. ganz aufgelést, wahrend 
sie in gekochtem nur aufquellen. Der negative Ausfall der 
von Borrino angestellten Trypsinversuche ist wahrscheinlich, 
wie weiter unten niher ausgefiihrt werden soll, der Methodik 
zur Last zu legen. 


1) Dr. Firmin Philips (Maeseyck, Belgien). Uber Ferment- 
therapie beim Siiugling. Monatschr. f. Kinderheilk. 5, Nr. 8. 1906. 

2) Dr. Angiola Borrino (Turin), Proteolytische Fermente im 
Sauglingsurin. Monatsschr. f. Kinderheilk. 6, Nr. 4. 1907. 

3) Arch. p. lL sc. med. 1886. 
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Auf dem 24. Kongre8 fiir innere Medizin in Wiesbaden 
hat Brodzki*) eine neue Methode angegeben, mit der ihm 
der sichere Nachweis von tryptischem Ferment im Urin gelang. 
Die Methode beruht auf der Bestimmung des aus den 
verdauten Eiweiikoérpern gebildeten, nicht koagulier- 
baren Stickstoffs. 

Die Methodik ist folgende: 25cem von gut durchgemischtem Harn 
(Tagesmenge) werden mit 20 ccm destillierten Wassers versetzt; man 
nimmt einerseits ungekochten Harn, in dem eventuell vorhandene Enzyme 
wirksam sind, andererseits gekochten, in welchem diese durch das Kochen 
unwirksam gemacht sind. Die beim Kochen verdunstende Wassermenge 
(ca. 1eem) muB nachgefiillt werden. Nach Zusatz von 1 g Casein werden 
zur Priifung auf peptisches Ferment 2 cem */,-Salzsiure, zur Priifung 
auf tryptisches 2 ccm "/.-Natronlauge oder 2ccm 1 °/) Natriumcarbonat- 
lésung zugesetzt, und das Gemisch 24 Stunden im Brutschrank bei 37 ° 
stehen gelassen. Zusatz von ca. 1 cem Toluol verhindert, wie Brodzki 
experimentell nachgewiesen hat, jede Stérung der Probe durch Bak- 
terienentwicklung. 

Nach Entfernung der Erlenmeyerkélbchen aus dem Brutschrank 
werden ca. 5g Chlornatrium und die zur Neutralisation nétige Menge 
von Normalsiure, bzw. Alkali zu dem Verdauungsgemisch gefiigt, die 
Lésung auf freier Flamme bis ca; 70° erwirmt und das nicht verdaute 
Casein dann durch tropfenweisen Zusatz von 1 ccm Eisessig unter 
Schiitteln ausgefillt, noch kurze Zeit zum besseren Zusammenballen auf 
cem Wasserbade erwirmt und durch ein Faltenfilter filtriert. Liiuft die 
Lésung nicht gleich das erstemal klar durch, so miissen die filtrierten 
Fliissigkeitsmengen nochmals erhitzt auf das Filter zuriickgegossen werden. 
In 10 cem des Filtrates (genau 5 ccm Harn entsprechend) wird der 
Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. 

Brodzki hat nun bei seinen Versuchen nachgewiesen, daf 
das Casein vom urotryptischen Fermente schnell angegriffen 
wird, daB Fibrin dagegen fast gar nicht veriindert wird. Das 
Casein ist also fiir das Harntrypsin ein adiquates, das Fibrin 
ein nichtadaiquates Substrat, wihrend fiir das Harnpepsin, 
wie ein zweiter Versuch zeigt, Casein und Fibrin gleich adiquate 
Substrate sind. Hierdurch wird méglicherweise der negative 
Ausfall des Borrinoschen Trypsinnachweises (s. 8.458) erklart. 

Mit dieser Methode habe ich in 10 verschiedenen Urinen 
von gesunden und kranken Siuglingen Pepsin und Trypsin 
nachzuweisen versucht. In zwei Fallen (Fall 9 und 10) muBte 
ich allerdings auf den Trypsinnachweis verzichten, weil es mir 


1) Uberurotryptische Fermente. Zeitschr. f. klin. Med. 638, 1907. 
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klares Filtrat zu erhalten. 


icht gelang, von dem 
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alkalischen Verdauungsgemisch ein 


Das Erwirmen auf dem Wasser- 


bade, das Brodzki zum _ besseren Zusammenballen des nicht 


verdauten Caseins empfiehlt, habe ich fortgelassen, da es zeit- 


raubend ist und sich sein Vorteil nicht erweisen lieB. 


Die bei meinen Versuchen gewonnenen Resultate registriert 




















die folgende Tabelle. 
N-Gehalt in 10 ccm s 
Filtrat vom 5 
unge- a = 
‘ gekochten| & 
— Urin = 
rin 
1. Walter Kott, 6 Mon, alt. 
Lues. Pepsinversuch | 14,1804 | 12,3552 | 1,8252 
Ernahrung: Frauenmilch, 
1/, Milch m. GrieB. Trypsinversuch| 13,4784 | 12,2148 | 1,2636 
Urintagesmenge: 220 ccm. 
2.O0ttoTeichert,5Mon.alt) | ; _ . 
Guuates temiiied Pepsinversuch | 10,3896 | 7,1604 | 3,2292 
Emnéhrung: Muttermilch. Trypsinversuch} 8,9856 8,424 |0,5616 
Urintagesmenge: 450 ccm. 
3. Max Nemitz, 4 Mon. alt. 
Atrophie. Pepsinversuch | 13,7592 9,828 3,9312 
Ernéhrung: Frauenmilch 
. Buttermilch. Trypsinversuch| 10,59 10,59 0 
Urintagesmenge: 425 ccm. 
4. Max Finster, 1 Jahr alt. ae — eee, 
Rachitis. epsinversuch | 19,3752 | 17,2692 | 2,106 
Ernabrung: */, Milch-GrieB-l7_ sinversuch| 19,7964 | 17,4096 | 2.3868 
brei, Gemiise. ' 
5. Ella Wilke, 6*/, Mon. alt) er _ 
Ernahrungsstdrung. Pepsinversuch | 22,0428 | 19,656 | 2,3868 
Ernihrung: Malzsuppe. ly psinversuch| 21,3408 | 19,656 | 1,6848 
Urintagesmenge: 200 ccm. 
6. Alfred Scharafinski, 
8 Mon. alt. Pepsinversuch | 34,5384 | 30,7476 | 3,7908 
Spasmophile Diathese. 
Ernahrung: Rohe Milch, 
gem. Kost. Trypsinversuch} 38,3292 | 36,2232 | 2,106 


Urintagesmenge: 400 ccm. 
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N-Gehalt in 10 ccm 


N 

Filtrat vom § 

eS 

unge- 7 2 
kochten Sckochten| = 
Urin Urin = 


7. Paul Lakotta, 6'/,Mon.alt. 

Gesundes Ammenkind. | Pepsinversuch | 27,6588 | 25,8336 | 1,8252 
Ernahrung: Muttermilch, 
Bouillon, Milch, GrieB, 
Mebl. 

Urintagesmenge: 425 ccm, | 


Trypsinversuch} 26,2548 | 25.272 |0,9828 





8. Bruno Wisniewki, 
5*/, Mon. alt. Pepsinversuch | 23,868 
Gesundes Ammenkind. 

Ernahrung: Muttermilch, 
1/, Milch, GrieBbrei. 
Urintagesmenge: 600 ccm. 


22,0428 | 1,8252 


Trypsinversuch| 23,868 23,0256 | 0,8424 





9. Felix Radicke,6Mon. alt. 


Chron. Ernabrungsstorung. | pe neinversuch | 24,5700 | 22,6044 | 1,9656 
Ernahrung: */, Milch. 


Urintagesmenge: 380 ccm. 





10. Alfred Neujocks, | 
41/, Mon. alt. 
Lues. 
Ernahrung: Amme. Butter- 
milch, Bouillon. 
Urintagesmenge: 225 ccm. 


Pepsinversuch | 24,9912 | 19,0944 | 5,8968 











Es lieB sich, wie aus dieser Tabelle ersichtlich, ein dem 
Pepsin gleichwirkendes Ferment in jedem Falle im Sauglings- 
urin nachweisen. Denn der Stickstoffgehalt war im ungekochten 
Urin, in dem also die Fermente zur Wirkung gelangen konnten, 
gegeniiber dem gekochten Urin im Mindestfalle (Fall 1, 7 
und 8) um 1,8252 mg vermehrt, im Héchstfalle (Fall 10) um 
5,8968 mg. Trypsin lieB sich dagegen nicht in allen Urinen 
nachweisen. Im Falle 3 war sicher keins vorhanden, die Diffe- 
und 8 


renz im N-Gehalt betragt hier 0, aber auch Fall 2, 7 

méchte ich, da die Differenzwerte zu gering sind, noch nicht 

mit Sicherheit als positiv ansehen; die iibrigen Falle dagegen 

mit der Mindestdifferenz von 1,2636 mg N (Fall 1) und der 

Héchstdifferenz von 2,3868 mg N (Fall 4) sprechen meiner 
Biochemische Zeitschrift Band X. 30 
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Meinung nach sicher fiir eine stattgehabte tryptische Ver- 
dauung. 

Die von mir gefundenen Differenzwerte sind allerdings 
nicht so groB wie die von Brodzki fiir den Urin von 
Hunden, vom Kaninchen und vom gesunden Menschen ange- 
gebenen. Das findet aber seine Erklirung in der geringeren 
Konzentration der Sauglingsurine. Brodzki hat selbst nach- 
gewiesen, da§S der Harn um so weniger Fermente enthilt, je 
verdiinnter er ist. 

Zwei Einwinde lieBen sich gegen die Methode erheben, 
die Brodzki nicht erwahnt hat: erstens, daB etwa aus dem 
alkalischen Verdauungsgemisch im Brutschrank Ammoniak 
entweicht. Das ist nicht der Fall. Ich habe dem alkalischen 
Gemisch ein Quantum "/,,-Saure vorgelegt, habe es 48 Stunden 
im Brutschrank stehen lassen und durch Titration nachweisen 
kénnen, daB keine Spur Saure neutralisiert wurde. 

Ein zweiter Einwand hat dagegen etwas mehr Berechtigung. 
Das ist der, daB etwa beim Kochen eines von vornherein 
alkalischen Urins Ammoniak entweicht und dadurch eine Ver- 
ringerung des N-Gehalts im gekochten Urin herbeigefiihrt wird. 
Dieser Einwand ist gerade bei Séuglingsurinen um so wichtiger, 
als hier haiufig auch frische, klare Urine, z. B. bei Vollmich- 
ernahrung, alkalisch reagieren. Tatsiachlich entweicht nun aus 
solchen Urinen beim Kochen Ammoniak, wie ich mich durch 
das Blauwerden eines vorgelegten roten Lackmuspapieres iiber- 
zeugen konnte. Aber die dadurch bewirkte Verminderung des 
N-Gehalts ist doch so gering, da8 sie fiir die oben als positiv 
bezeichneten Falle nicht in Betracht kommt. Ich habe von 
einem stark alkalischen Urin 25 ccm intensiv gekocht und dann 
nach Zusatz von 1 ccm destillierten Wassers (wie im Haupt- 
versuche) den N-Gehalt nach Kjeldahl bestimmt. Er betrug 
26,4 ccm Saureverbrauch, wahrend ich fiir den ungekochten 
Urin 26,7 cem Saureverbrauch fand, also eine Differerenz (0,3) _ 
die beinahe noeh in die gewdhnlichen Fehlergrenzen fallt. 

Ich komme also zu dem SchluB: 

Im Séuglingsurin kommt ein dem Pepsin und ein 
dem Trypsin gleichwirkendes Ferment vor. 

Das Uropepsin ist mit gréBerer RegelmaBigkeit 
nachzuweisen als das Urotrypsin. 














Uber die quantitative Bestimmung einiger reduzierender 
Substanzen im Sauglingsharn. 


Von 
Roberto Funaro. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der kéniglichen Universitats- 
Kinderklinik in Berlin. Direktor: Geheimrat Heubner.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1908.) 


Der Urin enthalt physiologischerweise kleine Mengen von 
reduzierenden Stoffen, die nicht leicht zu erkennen und zu 
bestimmen sind. Mit einer neuen Methode hat Hilding 
Lavesson’) einige von diesen im menschlichen Harn studiert. 
Er hat die reduzierenden Substanzen des normalen Harns in 
4 Gruppen eingeteilt: Zucker, Harnsadure, Kreatinin und ein 
Rest, der von Isomaltose, Dextrin, Glucoronsaure und unbe- 
kannten Verbindungen herstammt. — Die drei erstgenannten 
Substanzen kann man mit speziellen Methoden quantitativ be- 
stimmen, die vierte Gruppe resultiert aus der Differenz zwischen 
der Totalreduktion und der Reduktion von den drei oben- 
genannten Substanzen. Diese Methode ist noch weit davon 
entfernt, eine tadellose genannt werden zu diirfen, weil die 
Substanzen, die fast die Halfte der Totalreduktion im Urin 
bedingen, unter dem Namen Rest zusammengefaBt werden; sie 
bedeutet aber gewi8 einen Fortschritt. Lavesson hat fiir 
die Bestimmung der einzelnen Werte sehr gute Methoden be- 
nutzt. Er hat die Totalreduktion des Harns mit Bangs 
Methode*) bestimmt; diese neue Methode ermdglicht sehr 
geringe Mengen von reduzierenden Substanzen zu bestimmen 


1) H. Lavesson, Diese Zeitschr. 4, 40. 1907. 
2) J. Bang, Diese Zeitschr. 2, 271. 1907. 
30* 
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und mit 10 ccm Filiissigkeit und in ganz kurzer Zeit eine 
genaue quantitative Bestimmung zu machen. 

Der Zucker wird ebenfalls mit Bangs Methode aus der 
Differenz nach der Vergaérung bestimmt. Die Harnsdure ist 
nach Hopkins-Folin, das Kreatinin nach Folin bestimmt 
worden. Die Differenz zwischen der Totalreduktion und den 
drei anderen Zahlen entspricht der unbekannten Restreduktion. 
Man kann diese Berechnung leicht machen, weil Bang fest- 
gestellt hat, da8 7 Teile Kreatinin reduzieren wie 4,8 Teile 
Traubenzucker, 10 Teile Harnsaure wie 3,27 Teile Zucker. — 
Lavesson hat seine Versuche bei Frauen, Mannern und 
Kindern (4—13 Jahre alt) gemacht und hat folgende Durch- 
schnittszahlen erhalten: 





Manner Frauen’ Kinder 





Totale Reduktion in mg Dextrose... . 3016 2221 1336 
mg Zucker 24 Stunden. ....... 546 317 262 
mg Harnsiure 24 Stunden ...... 686 502 359 
mg Kreatinin 24 Stunden. ...... 117 724 332 
mg als Rest. ..... Ge: te. ema 1439 1206 717 





Ich spreche Herrn Dr. Langstein an dieser Stelle fiir die 
freundlichen Ratschlage, die mich veranlaBten, diese Versuche 
an Saéuglingen auszufiihren, noch meinen herzlichsten Dank aus. 

Es wurden 24stiindige Harnmengen von Sauglingen, 
welche in verschiedener Weise ernahrt wurden und sich in 
verschiedenem Gesundheitszustand befanden, untersucht. Ich 
habe in jedem Urin Totalreduktion, Harnséiure und Kreatinin 
mit der obengenannten Methode untersucht. Die Vergarung 
des Zuckers wurde anstatt mit gewohnlicher Hefe mit Levurinose 
gemacht. Ich- habe mit Zuckerlésung gepriift, daB die Ver- 
garung vollkommen war und die Levurinose nicht reduzierte. 
Die Resultate sind folgende: 

Ich habe auch, um die Zahlen mit denen von Lavesson 
besser vergleichen zu kénnen, die absoluten Werte fiir 24 Stunden 


berechnet. 
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Absolute Werte in Mengen von 24 Stunden: 























Total- ' , as ... |. Rest in 
a Glucose Harnsaure Kreatinin Destnnns 
Dextrose mg mg mg mg mg 
l 355,20 230,40 28.00 3120 | 86,73 
2 106,40 34,20 34,20 30,40 35,72 
3 264,00 128,00 52,00 28,00 | 86,78 
4 126,00 28,00 35,00 2100 | 71,50 
5 195,00 | 99,00 48,00 22.5 63,93 
6 194,70 66,00 39,60 37,95 | 89,29 
7 166,40 72,80 17,60 52,00 | 39,00 
8 87,00 30,00 45,00 2100 | 27,00 
9 252,00 128,00 51,20 2400 | 92,59 
10 311,60 152,80 79,80 24.70 | 108,68 
il 300,00 120,00 90,50 60,00 87,80 
12 364,00 252,00 77,00 4200 | 58,63 
13 187,50 112,50 30,00 17,50 50,87 
14 174,80 59,80 29,90 17,25 55,12 
15 150,50 77,00 38,50 24.50 43,36 
215,40 106,10 47,08 30,33 66,40 
Durchschnitt. 


Die oberen Zahlen lassen klar erkennen, daS der Urin 
von Sauglingen eine viel geringere Menge reduzierender Sub- 
stanzen enthalt als der Urin von Mannern, Frauen und Alteren 
Kindern. Es bleibt vorlaufig offen, welche Momente diese 
groBen Differenzen bedingen. 

















Uber den Kreatiningehalt des Siuglingsharns. 
Von 
Roberto Funaro. 


Aus dem chemischen Laboratiorium der Kg!. Universitats- Kinderklinik 
in Berlin [Direktor: Geheimrat Heubner)). 


(Eingegangen am 19. Mai 1908.) 


Ob im Harn eines Sauglings Kreatinin enthalten ist oder 
nicht, ist eine von den vielen Fragen des Sauglingsstoffwechsels, 
die der endgiiltigen Lésung harren. 

Kreatininstoffwechsel des erwachsenen Organismus, der 
Kreatiningehalt in Nahrungsmitteln, Muskeln, Harn, sind schon 
von vielen Autoren studiert worden. Diesbeziigliche Arbeiten, 
besonders die von MeiBner'), Voit?), Rubner*) und Baldi‘) 
haben klar erwiesen, daS die Kreatininausscheidung von der 
Nahrung stark beeinflu8t wird. 

Studien von Oddi und Tarnulli*), Grocco®), Moitessier’) 
und Gregor‘) haben uns ferner gezeigt, daB verstarkte Muskel- 
titigkeit den Kreatiningehalt des Urins steigern. Dieselben 
Autoren haben auch gefunden, da bei Fieber und kachek- 
tischen Prozessen, in denen der Eiwei8zerfall erhéht ist, sich der 
Kreatiningehalt des Harns vermehrt. Die Nahrung der Saéug- 
linge ist, soweit sie aus Milch besteht, kreatinfrei und demnach 


1) MeiBner, Zeitschr. f. rat. Med. 4, 97, 26, 225, 31, 283. 

2) Voit, Zeitschr. f. Biol. 4, 112. 

3) Rubner, Zeitschr. f. Biolog. 84, 265. 

4) Baldi, Centralbl. f. klin. Med. 10, 651. 

5) Oddi e Carnulli, Boll dell’Acc. med. di Roma 19, 1893, 

6) Grocco, Annali di Clinica e di Farmacol 4, 1886. 

7) Moitessier, Compt. rend. de la Soc. de Biol. 48, 573, 1891. 
8) Gregor, Zeitschr. f. physiol. Chem. $1. 
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nicht als Kreatininquelle zu betrachten. Das Kreatinin im 
Sauglingsharn in diesem Falle wiirde demnach seine Herkunft 
nur dem endogenen Kreatininstoffwechsel verdanken. Hoff- 
mann’) und Pouchet*) haben im Harn des Séuglings Krea- 
tinin gesucht, aber keins gefunden. Grocco*) jedoch hat in 
vereinzelten Fallen wenige mikroskopische Kreatininchlorzink- 
krystalle entdeckt. Rietschel*) schlieBt aus wiederholten Ver- 
suchen, da8 der Harn des Séuglings kein Kreatinin enthalt. 
Die Methode, deren sich diese Autoren bedienten, war die 
Chiorzinkmethode nach Neubauer und Salkowski. Kreatinin 
wurde in dem Niederschlag entweder mikroskopisch oder mit 
der Weylschen Reaktion gesucht. Neuerdings hat eine Arbeit 
von Folin®) die Methodik der Bestimmung des Kreatinins auf 
eine neue Basis gestellt. Folin hat fiir seine Methode die 
Jaffésche Reaktion benutzt. Er hat beobachtet, da8 10 ccm einer 
0,01 °/, igen Kreatininlésung mit 15 ccm Pikrinséure und 500 ccm 
Wasser dieselbe Farbung geben wie eine halbnormale Kalium- 
bichromatlésung. Die beiden Farben werden mit Hilfe eines 
Colorimeters verglichen, woraus sich eine Methode einer quanti- 
tativen Bestimmung des Kreatinins ergibt. Von Hoogen- 
huyze und Verploegh*) und von Klercker’) haben diese 
Methode fiir ihre Versuche benutzt und sie fiir sehr gut be- 
funden. Amberg und Morriil*) haben die Methode fiir den 
Harn der Neugeborenen angewandt und gefunden, daB die kleinen 
Mengen Kreatinin, welche im Harn eines Sauglings enthalten 
sind, mit der Folinschen Methode ermittelt, keine deutlichen 
Ausschlige geben; sie empfehlen daher, den Urin zu konzen- 
trieren. Ich habe mich bei meinen Versuchen iiber Kreatinin- 
ausscheidung im Sauglingsharn der Folinschen Methode be- 
dient, aber an Stelle des Colorimeters Diiboscq einen neuen 
Apparat von Plesch angewandt, der besonders gut dazu ge- 


1) Hofmann, Virchows Archiv 48, 1869. 

*) Pouchet, Journal de Thérap. 7. 

3) Grocco, Loc. cit. 

*) Rietschel, Jahrb. f. Kindezheilk. Nr. 7, 61, 4, 615. 

5) Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 223. 

6) Von Hoogenhuyze u. Verploegh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
46, 415. 

7) Von Klercker, Diese Zeitschr. 3, 33. 

8) Amberg u. Morrill, Journ. of Biol. Chem. 3, 311. 
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eignet ist und die colorimetrischen Bestimmungen viel leichter 
und sicherer macht.?) 

Zuerst habe ich mit einer titrierten Kreatininlésung die 
Folinsche Methode gepriift und folgende Resultate bekommen : 


Verdiinnung Kreatininmenge Bestimmungen nach Folin 
10 ccm 1 mg 0,4 mg 
me i S a= wD w 
= 7 1,55 ,, 
1; . e a 2,55 ,, 
0 i a 3,15 ,, 
mM « wm <i 5,70 ,, 
10 _,, o és 6,60 ,, 
; 5 m 7,80 ,, 
wo © a 6,65 ,, 
10 ,, IO 9,75 ,, 

100 _,, me 8,10 ,, 


Diese Zahlenreihe beweist, daB, um ein zuverlissiges 
Resultat zu erhalten, es bei 10 ccm Fliissigkeit nétig ist, 6 mg 
Kreatinin zu haben. Eine geringere Kreatininmenge oder eine 
groBere Verdiinnung machen die Resultate unsicher. Ziemlich 
gute, aber nicht absolut einwandfreie Resultate habe ich auch mit 
mehr verdiinnten Lésungen erhalten, wenn die Wasserverdiinnung 
auf 250 anstatt auf 500 gebracht wurde. In meinen Versuchen 
habe ich eine méglichst groBe Menge Urin konzentriert, auf 
10 ccm aufgefiillt und diese mit der Folinschen Methode unter- 
sucht. Die Resultate waren folgende: 

Um zu konstatieren, ob an verschiedenen Tagen und bei 
verschiedenartiger Ernahrung beim gleichen Individuum sich 
Differenzen in der Ausscheidung des Kreatinins ergeben, habe 
ich den Urin desselben Séuglings wiederholt untersucht und 
folgende Resultate erhalten: 

Aus dieser Tabelle kann man schlieBen: 1. da8 im Siug- 
lingsharn immer Kreatinin enthalten ist. 2. DaB die 
individuellen Verschiedenheiten unter pathologischen 
und normalen Verhaltnissen nicht sehr groB sind, auch 


1) Meinen besonderen Dank spreche ich Herrn Dr. Plesch fiir die 
liebenswiirdige Uberlassung des Apparates aus. 
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: . Kreatinin 

Name Ernahrung 24 Std. 
rar 2/; Milch 60,00 
ae ee 2/, Milch 55,00 
meee HE. 4k ss 1/, Milch 77,00 
— os 1/3 Milch mit Beikost 67,20 

von Casein und Fett 
Krause IV ..... 1/, Milch 60,00 
Finster XVIII... . Buttermilch 75,00 
Finster XIX .... 2/, Milch 65,00 
Finster XXI .... Buttermilch 63,00 
| re 1/, Milch 42,00 
Emeel 11/12 .... 1/, Milchzucker 40,00 
Emsel 16/17 fe ee ee 36,00 
von Caseinbutter 

Emsel 20/21 .... Casein und Fett 38,00 


wenn die Ernahrung des Individuums verschiedenartig 
ist. 3. DaB die Menge des bei Saéuglingen zur Aus- 
scheidung gelangenden Kreatinins viel geringer ist bei 
Erwachsenen, in dem pro 10 ccm Harn 6 bis 12 mg Krea- 
tinin enthalten sind. Der geringe Kreatiningehalt er- 
klart, warum die Autoren, welche das Kreatinin mit der 
Chlorzinkmethode gesucht haben, nur negative Resul- 
tate verzeichneten. Herrn Privatdoz. Dr. Langstein sage 
ich fiir seine freundliche Hilfe und Ratschlige noch meinen 
besonderen Dank. 








Studien in der Chlorophyligruppe. Ll 
Von 


L. Marchlewski. 


Uber die Umwandiung des Phyllotaonins in 
Phytorhodine. 


Von 
Tad. Kozniewski und L. Marchlewski. 
Aus dem med. chem. Institut der Universitat Krakau. 


(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau.) 


(Eingegangen am 21. Mai 1908.) 


Bekanntlich sind die Umwandlungsprodukte des Chloro- 
phylls unter dem Einflu8 von Sauren total verschieden von 
denen des Alkachlorophylls. Wahrend letzteres Chlorophlyllan, 
Phyllocyanin und Phylloxanthin liefert,') gibt letzteres unter 
analogen Bedingungen Phyllotaonin bzw. seine Ester. Diese 
Ester werden gebildet, wenn bei gewéhnlicher Temperatur 
Salzsdure auf die alkoholische Lésung des Alkachlorophylls ein- 
wirkt. Das Verseifungsprodukt der Ester war unlangst Gegen- 
stand ausfiihrlicher Studien unsererseits. Wir zeigten, dab 
Phyllotaonin in eine neue Substanz beim Erwarmen, mit oder 
ohne Lésungsmittel, umgewandelt wird, welche wir mit dem 
Namen Allophyllotaonin bezeichneten.?*) 

Allophyllotaonin unterscheidet sich in vielen Beziehungen 
von seiner Muttersubstanz, dem Phyllotaonin. Die Absorptions- 
spektra beider Substanzen sind ganz verschieden. Allophyllo- 
taonin ist eine viel schwachere Base als Phyllotaonin; wiaihrend 








1) Diese Zeitsch. 10, 131, 1908. 
2) Bull. de l’Acad. des sciences de Cracovie 1907, 616. 
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letzteres seiner atherischen Lésung bereits durch 6°/, Saure 
entzogen wird, geht Allophyllotaonin nicht in 15°/, ige 
Saure iiber. 

Allophyllotaonin wird leicht in Phyllotaonin durch Alka- 
wirkung iibergefiihrt; die Umwandlung vollzieht sich langsam 
bei gewohnlicher Temperatur, schnell beim Erwirmen. Es 
scheint wahrscheinlich, da8 die Umwandlung der Phyllotaonine 
ineinander auf der Offnung, bzw. SchlieBung einer Lactam- 
gruppierung beruht. 

Die Umwandlungen des Alkachlorophylls unter dem Ein- 
flu8 von Saéuren hei héheren Temperaturen ist von ganz anderer 
Art, wie Willstatter') gezeigt hat. In diesem Falle werden 
Substanzen erhalten, die mit dem Namen Phytorhodine belegt 
werden. Dieselben besitzen eine rote Farbe, wahrend das 
Phyllotaonin in neutralen Lésungsmitteln sich mit olivgriiner 
Farbe und Allophyllotaonin mit rétlich-grauer Farbe lost. 

Die Tatsache, da8 die Umwandlung des Alkachlorophylls 
verschieden verlauft, je nach den waltenden auBeren Bedin- 
gungen, macht die Annahme wahrscheinlich, da8 die Bildung der 
Phytorhodine in zwei verschiedenen Phasen verlauft. Die Wir- 
kung der Saéuren auf Alkachlorophyll bei gewohnlicher Tempe- 
ratur muB zunichst die Bildung von Phyllotaonin verursachen, 
welches bei der spiteren Temperaturerhéhung in Allophyliotaonin 
iibergeht, welches endlich weiter der Umwandlung in Phyto- 
rhodine unterliegt. Diese Ansicht wird auch durch die unten 
zu beschreibenden Versuche vollauf bestatigt. 

Das zu den vorliegenden Studien nétige Allophyllotaonin 
haben wir nach einer neuen Methode dargestellt, welche sich 
auf eine friihere von dem einen von uns mit C. A. Schunck?*) 
gemachte Beobachtung stiitzt. Es wurde damals bemerkt, 
da8 der Baryumniederschlag, welcher nach dem Verfahren von 
Hartley*) erhalten wird, bei der Behandlung mit Salzsaure 
eine Substanz liefert, deren Absorbtionsspektrum aus 6 Bandern 
bestand, welches friiher als charakteristisch fiir Phyllotaonin 
angesehen wurde. Nach unseren neuesten Untersuchungen‘) 


1) Liebigs Ann. 350, 1. 

2) Journ. Chem. Soc. 1900, 1080. 
3) Journ. Chem. Soc. 1891, 106. 
¢) Lic. 
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wird dieses Spektrum durch ein Gemisch von Phyllotaonin 
und Allophyllotaonin verursacht. Wird anstatt der Barium- 
verbindung das in der Kialte dargestellte Kaliumsalz des Alka- 
chlorophylls der Einwirkung von konzentrierter Salzsiure unter- 
worfen, so verlauft die Zersetzung in analoger Weise, nur ist das 
Allophyllotaonin das Hauptprodukt der Reaktion. Alkachlorophyll, 
welches in der Wirme dargestellt wurde, verhalt sich ahnlich, 
aber die Reaktion ist mehr kompliziert; neben dem Allophyllo- 
taonin wird eine ziemlich groBe Menge schwer léslicher Neben- 
produkte gebildet. 

Die Darstellung des benutzten Kaliumsalzes des Alka- 
chlorophylls geschah wie folgt: Der Doppelextrakt von 
Brennesselblattern, welche aus getrocknetem Material mit 96°/, 
Alkohol hergestellt war, wurde mit so viel KOH versetzt, daB 
eine 2°/,ige Lésung entstand. Nach einiger Zeit schied sich 
am Boden des GefaiGes eine braune Substanz ab, welche léslich 
in Wasser war und bereits haufig in den Chlorophyllliteratur 
besprochen wurde. Die griine Lésung wurde von diesem Boden- 
absatz abgegossen und fiir kurze Zeit mit einem Strome von 
Kohlensaéure behandelt. Darauf schied sich eine betrichtliche 
Menge des Kaliumsalzes des Alkachlorophylls in Form eines 
griinen Pulvers ab. Letzteres wurde abfiltriert und das Filtrat 
mit Calcium- oder Bariumchloridlésung behandelt, wodurch der 
Rest des griinen Farbstoffes abgeschieden wurde. 

30 g des Kaliumsalzes, welches durch eine geringe Menge 
Kaliumcarbonats verunreinigt war, wurden allmahlich in 350 ccm 
konzentrierter Salzsiiure (spez. Gew. 1,19 g) eingetragen. Die 
erhaltene dunkelgriine Lésung wurde bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur wihrend zweier Tage sich selbst iiberlassen und sodann 
in das vielfache Volum von Wasser eingegossen. Das Ganze 
wurde sodann mit Natriumcarbonat neutralisiert, wobei darauf 
acht gegeben wurde, daB die Temperatur 25° nicht iiberstieg. 
Der gebildete Niederschlag wurde sodann abfiltriert und bei 100° 
getrocknet. Das erhaltene Produkt léste sich leicht in Chloro- 
form, schwieriger in Ather; die Lésungen zeigten das charakte- 
ristische Allophyllotaoninspektrum. Um dasselbe in Phyllo- 
taonin umzuwandeln, lésten wir es in siedender */,°/,iger NaOH- 
Lésung, kiihlten die Lésung ab, séuerten mit Salzsiure an und 
extrahierten den Farbstoff mit Ather. Die filtrierte atherische 














Studien in der Chlorophyllgruppe. IT. 475 


Lésung wurde sodann mit 6°/, Salzsiure extrahiert, wobei 
Phyllotaonin in Lésung ging, wahrend braune Verunreinigungen 
im Ather znriickblieben. Die saure Lésung wurde nun mit 
Natriumcarbonat neutralisiert, der Farbstroff durch Ather ex- 
trahiert und die fatherische Lésung eingedampft.' Der Riick- 
stand reprasentierte Allophyllotaonin, welches aus dem Phyllo- 
taonin bei erhéhter Temperatur entstand. 

Allophyllotaonin kann aus Alkohol in feinen Nadeln krystal- 
lisiert werden. Wir haben jetzt eine gréBere Menge dieses Pro- 
duktes vorritig und hoffen, demnichst iiber dessen Zusammen- 
setzung ausfiihrlich zu berichten. 

Die Umwandlung des Allophyllotaonins in Substanzen, 
welche wir fiir identisch mit den Phytorhodinen von Will- 
staitter halten, erfolgt unter folgenden Bedingungen: 

Ein Teil Allophyllotaonin und ca. 50 T. 20°/,ige alko- 
holischer Salzsiure werden wihrend 6 Stunden auf dem Wasser- 
bade unter RiickfluB erwirmt. Die urspriinglich griine Lésung 
nimmt allmahlich eine olivgriine Farbe an, und sobald diese 
Reaktionsphase erreicht ist, geht die weitere, d. h. die Um- 
wandlung in braunrote Farbstoffe, rasch vonstatten. 

Das Reaktionsprodukt wird nun in ein gréBeres Wasser- 
quantum eingetragen, die Saure durch Natriumhydratzusatz 
abgestumpft, wobei durch Kiihlung die Temperatur unterhalb 
20° gehalten wurde. Nun werden die Farbstoffe mit Ather 
extrahiert und in Alkali lésliche und in diesem unldsliche ge- 
trennt. Zu dem Ende wurde die atherische Lésung mit ganz 
schwacher Natronlauge extrahiert, die alkalische Loésung an- 
gesduert und mit Ather die freien Farbstoffe extrahiert. Diese 
Lésung wurde nun der Fraktionierung mit Salzsiure verschie- 
dener Konzentration unterworfen. Angewandt wurden 2'/,°/,, 
5°/,, 7*/,°/, und 10°/, Salzsiure. Die beiden schwiicheren 
Sauren extrahierten in der Regel nur kleine Farbstoffmengen, 
die beiden stirkeren gréBere Mengen. Bei einigen Versuchen 
traten die Farbstoffe mit geringerer Basizitit in ungefihr der 
gleichen Menge auf wie diejenigen mit gréBerer Basizitat. Der 
zuriickbleibende erschépfte Ather enthalt nach diesen Behand- 
lungen nur Spuren braunlicher Farbstoffe. 

In ahnlicher Art wurden die keine sauren Eigenschaften 
besitzenden Farbstoffe verarbeitet. Sie wurden ebenfalls in 
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4 verschiedene Fraktionen zerlegt, durch Extraktion der ur- 
spriinglichen atherischen Lésung mit 2, 5, 7 und 10°/, Salz- 
siure. Auch in diesem Falle nahmen die beiden schwacheren 
Sauren weniger Farbstoff auf als die starkeren. Aus den 
sauren Lésungen wurden die Farbstoffe nach dem Verdiinnen 
mit Wasser mit Ather extrahiert. Die beiden schwach 
basischen Fraktionen krystallisieren auBerst leicht aus Ather 
in schénen pfirsichroten Nadeln. Der allgemeine Charakter 
dieser Substanzen stimmt mit dem der Phytorhodine in allen 
Stiicken. Besonders iiberzeugend fiir die angenommene Identitat 
beider Farbstoffreihen konnte das spektroskopische Verhalten 
derselben sein. Da die Phycorhodine in dieser Beziehung noch 
nicht untersucht waren, haben wir fiir Vergleichszwecke diese 
Substanzen nach der Willstatterschen Methode dargestellt. 

Die rotbraunen Farbstofie, welche aus dem Calcium- 
chloridniederschlag') gewonnen waren, wurden zunachst 
in zwei Reihen geteilt, solche mit sauren und solche mit 
basischen LEjigenschaften, und zwar durch Behandlung der 
atherischen Lésung des Gemisches mit verdiinnter Natronlauge. 

Die atherische Lésung der sauren Farbstoffe wurde sukzesive 
mit 2'/,°/,, 5°/,, 7*/.°/,, 10°/, und 12°/, Salzsiure behandelt. 
Die beiden schwacheren Sauren lésten in diesem Falle ziemlich 
bedeutende Mengen von Farbstoffen auf, wahrend die starkeren 
weniger gefarbt wurden. Die Farbe der sauren Losungen war 
griin mit blauem Stich. Nach dem Verdiinnen der sauren 
Lésungen mit Wasser wurden die einzelnen Farbstoffe in Ather 
aufgenommen. Die Farbe simtlicher Lésungen war kirschrot. 

Die Absorptionsspektren der Farbstoffe von der Basizitat 
7*/,°/9, 10°/, und 12°/, in atherischer Lésung waren in jeder 
Beziehung identisch. Nach ihrer Intensitaét konnten die Bander 
wie folgt geordnet werden: 

IV>V>I>Il >t 

Das dritte Band ist komplex und erinnert etwas an ein ent- 
sprechendes Phyllporphyrinband. Der mehr gebrochene Teil 
desselben ist nahezu ebenso dunkel wie Band I. Sehr kon- 
zentrierte Lésungen zeigen noch ein sechstes Band im Gelb, welches 
als Ila bezeichnet werden mag. 


1) Liebigs Ann. 350, 1. 
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Die Lage der Bander, welche durch die aus 7- oder 
10°/, iger Salzséure isolierten Farbstoffen hervorgerufen werden, 
charakterisieren sich durch die folgenden Wellenlangen: 


A. B. C. 
Konzentration 1 Konzentration 1:3 Konzentration 1:6 
I 24 671—641 2 669—655,.5 max. 661 
II 4 637—629 2 max. 635 — 


Schatten von 585 an 


Ill 4 590—570,5 9 max. 577 


A 581—574 
IV 4 554—532 A 551—574 » 845 
V A 517—486 A 516—496 » 904 


Der von 2,5°/, Saure aufgenommene Farbstoff zeigt das 
erste Band nur schwach, und Band V ist dunkler als Band IV. 
Die Bander miissen daher in bezug auf ihre Intensitat in 
folgender Reihenfolge geordnet werden: 

V>I1V>Il>I=II. 

Die Lage der Bander, welche durch diesen Farbstoff er- 
zeugt werden, entspricht in einer Konzentration von ungefahr 
derselben Starke wie obige Konzentration A den folgenden 
Wellenlangen : 

Band I 4 663—653 
» Il 4 637—626 
» Ill 4 594—571 
» IV 4 556—532 
» VA 518—483,5. 

Der aus der 5°/, Saurefraktion isolierte Farbstoff zeigte 
ein analoges Spektrum. Ein Unterschied war nur in der 
relativen Intensitét der zwei ersten Bander zu _ bemerken. 
Band I erschien hier starker als Band II. 

Die Phytorhodinather, welche nach der Entfernung durch 
Alkali der mit sauren Funktionen behafteten Farbstoffe im Ather 
zurickbleiben, werden ebenfalls durch Behandlung mit 2'/,, 5, 
10'/,, 10 und 12°/, Salzsiéure in verschiedene Fraktionen zer- 
legt. Die beiden schwacheren Saéuren nahmen nur geringe 
Farbstoffmengen auf, die starkeren gréBere. Aus den sauren 
Lésungen wurden die Farbstoffe auf gewéhnliche Art durch 
Verdiinnen mit Wasser und Ausschiitteln mit Ather in freiem 


Zustande gewonnen. 
Biochemische Zeitschrift Band X. 31 
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In spektraler Hinsicht unterscheiden sich die Ather der 
Phytorhodine nur wenig von den sauren Farbstoffen. In den 
stirker basischen Farbstoffen ist das erste Band weniger akzen- 
tuiert als in den weniger basischen Farbstoffen. Die Lage dei 
Binder des aus der 7'/,°/, igen Fraktion gewonnenen Farbstoffes 
entspricht den Wellenlingen: 

Band I 4 671 —653 
» IL 4 6388 —630 
» IIL 4 594 —570,5 
» IV 4 555,5—532 
- V i 520 —486 
Nach der relativen Intensitaét kénnen dieselben wie folgt 


geordnet werden: 
IV>V>I0N>I> 11. 


Die atherische Lésung des durch 10°/, Salzsaiure aufge- 
nommenen Farbstoffs zeigt ganz analoge Absorptionsverhiltnisse. 
Messungen ergaben: 

A. Konzentration 1 8B. Konzentration 1:3 C, Konzentration 1:6 
Band I 4 671—653 max. 4 660 

» IL 4637,5—631 » 44633 
Schatten von / 585 an 


» IIL 4 590—570 { 





4 578—573 max. 1 576 
» IV 4 554—533 2 550,5—539 a 2 545 
on V 4518—487,5 4 512,0—493 2 506 


Band III in Konzentration B ist ein sogenanntes Doppelband. 
Es ist aber schwer, die Lage des stirker gebrochenen Randes 
des schwiacheren Bandes zu messen, wir geben daher nur die 
Lage des weniger gebrochenen Randes an. 

In der atherischen Lésung, welche aus der 12°/,igen sauren 
Fraktion erhalten wurde, erscheint Band I noch starker als in 
der vorhergehenden Lésung, und miissen daher die Bander 
nach ihrer relativen Intensitét in folgender Reihenfolge geordnet 
werden: IV>V>I>I0 >I. 

Eine konzentrierte Lésung zeigte die Bander in folgender Lage: 
Band I 4 677—652 
II 4 638—632 
» Il 4 592,5—572 
» LV 4554—533 
V 2518—485,5 


” 
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Die riickstandige atherische Lésung, aus welcher die erwahnten 
Farbstoffe durch Salzsduren verschiedener Konzentrationen ent- 
fernt wurden, zeigt eine braune Farbe; auch sein Absorptions- 
spektrum ist hauptsachlich durch ein starkes Band im Rot 
charakterisiert, dessen Lage derjenigen des ersten Bandes ent- 
spricht, welches von allen oben besprochenen Lésungen gezeigt 
wird. Eine direkte Messung der Lage des genannten Bandes 
entspricht den Wellenlangen 4 682—/ 650. Ausser diesem 
Bande zeigt die Lésung noch drei Bander, die aber iiberaus 
schwach sind. Die Anwesenheit dieses starken Bandes in der 
riickstandigen fatherischen Lésung und der Umstand, daB8 ein 
analoges Band von samtlichen untersuchten Farbstoffmengen 
im Spektrum verursacht wird, welches jedoch je nach der 
Basizitat der untersuchten Farbstoffe stark variiert, wobei die 
mit der geringsten Basizitit ausgestatteten Farbstoffe dieses 
Band am starksten zeigen, machte es wahrscheinlich, da8 dieses 
Band im Rot den Phytorhodinen iiberhaupt nicht eigen ist, 
sondern von Verunreinigungen stammt. Diese Ansicht wurde 
durch die Tatsache, da8, obwohl die atherische, rohe Lésung 
des Farbstoffs, welcher der 12 °/,igen sauren Fraktion entstammt, 
das Band im Rot sehr stark zeigt, Krystalle, welche aus der 
Lésung mit der Zeit beim Stehen abgeschieden werden, in 
aitherischer Lésung kein solches Band verursachen. Die er- 
wahnten Krystalle lésen sich nur schwer in Ather, aber lingeres 
Erhitzen mit dem Lésungsmittel unter Riickflu8 verursacht 
dech die Entstehung geniigend konzentrierter Lésungen, an 
welchen Wellenlangenmessungen ausgefiihrt werden kénnen. Die 
alkoholischen sauren Lésungen der obigen Farbstoffe zeigen 
ganz andere Spektren als die neutralen. Die Farbe der Lésungen 
ist rétlich violett, und das Absorptionsspektrum besteht aus drei 
Bandern. Eins von diesen liegt im Rot, das zweite im Orange 
und das dritte, sehr breite Band zwischen der Na- und TI-Linie. 
Die beiden letztgenannten Bander erscheinen in allen unter- 
suchten Lésungen, wahrend das erste mehr oder weniger dunkel 
erscheint, je nachdem ein weniger oder starker basischer Farb- 
stoff untersucht wird. Der aus der 2'), HCl-Fraktion stammende 
Farbstoff zeigt iibrigens das genannte Band iiberhaupt nicht, 
wahrend der aus der 7'/, °/,igen HCl-Fraktion stammende dieses 
Band zwar schon zeigt, aber weniger ausgepragt als das zweite 
31* 
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Band. Die aus der 10°/,igen HCl-Fraktion stammende Sub- 
stanz zeigt das erste Band noch deutlicher, es ist sogar breiter 
als Band II, aber weniger intensiv. Endlich erscheint das Band 
im Rot im Spektrum des Farbstoffes, welcher aus der 12 °/,igen 
HCl-Fraktion isoliert wurde (atherische Rohlésung), auBerst 
deutlich; es ist dunkler und breiter als Band II. Die Lage 
der Bander entspricht den folgenden Wellenlaingen: 


In NaOH loésliche Farbstoffe. 
Farbstoff von der Basizitét: 2,5° , HCl. 
Lésungsmittel: 1°/, HCl in Alkohol. 


A. Konzentration 1. B. Konzentration 1:3. C. Konzentration 1:6. 


Band I 4 618—604 I 4617—605 max. 611,5 
II 4 589—551 IIa 4 587—574 »  581,0 
IIb 4 569—555 »  563,0 


Farbstoffe von der Basizitét 7 und 10°/, HCl. 
Lésungsmittel wie oben. 
A. Konzentration 1. B,. Konzentration 1:3. C. Konzentration 1:6. 


Band I 4 650—633 I 4 649—637 max. 4 644 
II 4 618—605 Ii 4 617—606 » 4610 

, LIT 4 591—550 IIla/ 588-- 576 , 4680 
IIIb 4 571—555 » A560 


In NaOH unldésliche Farbstoffe. 
Lésungsmittel wie oben. 











Basizitat 7°. HCl. Basizitat 10°/, HCL. Basizitat 12 °/, HCl. 
Band I 4 645—631 A 649—633 4 650—632 
» Il 4617—602 A 618—603 4 616—602 
,, III 4 587—550 4 590—552 y 587—548 
Ii>Il>I li< W<!I Ii<I—Il 


Der in 2,5°/, HCl lésliche Farbstoff dieser Serie zeigt das erste 
Band, wie bereits hervorgehoben, iiberhaupt nicht. Bei weiterer 
Verdiinnung zeigt Band III eine Spaltung analog wie in den 
freien Farbstoffen dieser Serie. AuSerdem zeigen siimtliche 
Lésungen ein Band im blaugriinen Teil des Spektrums; das- 
selbe ist nur matt. Seine Lage wurde fiir die krystallisierten 
Praparate bestimmt, siehe unten. 

Die Absorptionsspektren der Farbstofie, welche nach Will- 
statters Methode aus dem Kaliumsalz des Alkachloro- 
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phylls erhalten werden, sind denen, welche die aus Calcium- 

niederschlage erhaltenen charakterisieren, ganz analog, wie aus 

folgenden Messungen ersichtlich. 

Atherische Lésung des in NaOH und 2!/,°/, HCl léstichen 
Farbstoffs. 


A. Konzentration 1 B. Konzentration 1:2 CC. Konzentration 1:3 


Band I 4 667—650 4 667—655 
» Il 4 637—627 max 4 632 
III 4 593—573 4 588—572 4 585—572 
» LV 4553—533 2, 551—537 4 549—538 
» WV A519—491 4 516—495 24 513,5—496,5 


Die letzterwaihnte Konzentration zeigt die beiden ersten 
Binder nur schwach. 

Nach der relativen Intensitiit kénnen die Bander in folgender 
eordnet werden: 

V>IV>HI>H=I 

In dieser Beziehung unterscheidet sich der aus der 2'/,°/, igen 
HCl-Fraktion isolierte Farbstoft sehr deutlich von den schwacher 
basischen Farbstoffen. Die letzteren geben Absorptionsspektra, 
deren Band IV das dunkelste von allen ist. Ganz ahnliche 
Verhaltnisse wurden bei den Farbstoffen bemerkt, welche aus 


vcihe g 


dem Calciumchloridniederschlag erhalten wurden. 


Atherische Lésung des in NaOH und 5°/, HCl loslichen 
Farbstoffes. 
A. Konzentration 1 B. Konzentration 1:3 C. Konzentration 1:6 
Band I 4 671—658 max. 4 659 
» LI 4 642—631 i» & CB 


j Schatten von 2585 an ) _ 


, Ll 4 594—574 max. 4 579 


| 4 580—572 
, IV 4 557—538 4 552—550 ,, 4 544,5 
. WV 4520—489 4 514—495 » 4507 


Band III zeigt in Konzentration B eine Spaltung. Die 
Messung des mehr gebrochenen Randes des ersten Bandes ist 
jedoch unsicher. Der Farbstoff mit der Basizitaét 12°/, HCl 
veranlaBt ganz analoge Absorptionen, nur ist das erste Band 
noch dunkler und breiter. Die atherische Lésung setzt nach 
einiger Zeit Krystalle ab, deren Lésungen das Band im Rot 
nicht mehr zeigen. 
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Atherische Lésung von Krystallen, welchen die Basi- 
zitat 12°/, HCl entspricht. 
A. Konzentration 1 —_B. Konzentration 1:3 C. Konzentration 1:6 
Band I 4 644—633 max. / 638 


Schatten von / 586 an 1 


II £4 595—572 f max. 4 576 


4 582—575 
III 4 558—532 4 554—541 » 4549 
, IV 4519—489 4 517—499 » 4512 


Band II in Konzentration B ist in zwei schmilere ge- 
spalten. Das erste von diesen erscheint wie ein ,,Schatten‘, 
dessen mehr gebrochener Rand nicht mit geniigender Sicherheit 
gemessen werden kann. Nach der Intensitaét kénnen die Bander 
in folgender Art geordnet werden: 

IiI>IV>II>I 

Band I ist auBerst schwach. 

In salzsiurehaltigem Alkohol lésen sich die Krystalle sehr 
leicht mit rotvioletter Farbe. Konzentrierte Lésungen ver- 
ursachen 3 Absorptionsbander, von denen das im Griin gelegene 
sehr matt erscheint. 

Band I 4 623—605 

II 4 592—546 

III 4 523—515 
Intensitatsskala: II >I->TIII. 


Bei weiterer Verdiinnung wird Band II gespalten: 
Band I 4 617—606,5 
Ila 4 590—580,0 
» Ilb 4 571—557,0 


Das urspriingliche dritte Band ist kaum sichtbar. 
Ein abweichendes Spektrum zeigen die Krystalle, wenn 
sie in 12°/, wasseriger Salzsiure gelést werden. 
Diese Lésungen verursachen im Spektrum nur 2 Bander: 
Band I 2 617,5—606 
» Il A 573—546 


Bei weiterer Verdiinnung: 
Band I 4 615—607,5 
II 2 566—559. 
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Beziiglich der im Ultraviolett verursachten Absorptionen 
verhalten sich saimtliche beschriebene Farbstoffe ganz analog. 
Die atherischen Lésungen verursachen ein starkes Band auf 
der Linie Hg = 405 wu. Ein bedeutend schlechter definiertes 
Absorptionsband befindet sich in Region von etwa 380 mW. 
AuBerdem ist auch eine Endabsorption zu bemerken. 

Nach dieser Beschreibung der Absorptionsverhaltnisse der 
von Mieg und Willstatter erhaltenen Phytorhodine kénnen 
wir jetzt zur Besprechung der Umwandlungsprodukte des 
Phyllotaonins, bzw. Allophyllotaonins iibergehen. 

Zunichst ist zu erwahnen, da8 die Umwandlung des Allo- 
phyllotaonins in rote Farbstoffe viel glatter erfolgt, als die der 
Salze des Alkachlorophylls. Dies folgt aus der Tatsache, da8 
die verschiedenen Farbstofffraktionen in der Regel kein Band 
im Rot zeigen, welches von den roten atherischen Losungen 
der Phytorhodine im Spektrum erzeugt wird, und welches, wie 
oben gezeigt wurde, durch Verunreinigungen verursacht wird. 
Ein solches Band wurde nur von der rohen atherischen Lésung 
des in Alkali unléslichen Farbstoffes mit der Basizitaét 12°/, HCl 
im Spektrum erzeugt. Die mit Hilfe der schwacheren Sauren 
erzeugten Fraktionen zeigen das Band im Rot nicht. Die 
Krystallisationsfahigkeit ist in diesem Falle ebenfalls gréBer. 
Die schwacher basischen Farbstoffe (durch 10 oder 12°/, HCl 
gelésten) krystallisieren gleich leicht, ob nach dem alten Ver- 
fahren oder nach dem neuen erzeugt, waihrend aber die nach dem 
alten Verfahren erhaltenen, von 5 oder 7°/, Saiure aufgenommenen 
Farbstofie eine Reihe von Reinigungen durchlaufen miissen, 
ehe sie zum Krystallisieren gebracht werden kénnen, krystallisieren 
die nach dem neuen Verfahren erhaltenen Substanzen von 
gleicher Basizitat mit Leichtigkeit. 

Um die Identitét der Absorptionsspektren der Umwand- 
lungsprodukte des Phyllotaonins mit den Phytorhodinen zu 
beweisen, mdgen die folgenden Messungen angefiihrt werden. 


Rohe atherische Lésung des durch 12°’, HCl aufge- 
nommenen in NaOH unloslichen Farbstoffes. 


A. Konzentration 1 B. Konzentration 1:3 B. Konzentration 1:6 
Band I 4 663—648 max. 4 654 
II 2 638—629 »» A 634 
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A. Konzentration 1 B. Konzentration 1:3 C. Konzentration 1:6 


Schatten von 4 585 an | — 
max. 4 575 


Il 4 594—569 ! 


| 4 580—571,5 J 
» IV 4555—532 4 551—538 , 45445 
V 1 519—486 4 514—497 , £508 


Nach ihrer relativen Intensitaét reihen sich die Bander 
wie folgt an. 
IV>V>UI>I>l. 
Band III erscheint in Konzentration B gespalten. 


Rohe atherische Lésung des durch 10°/, NHCI aufge- 
nommenen in NaOH unldslichen Farbstoffes. 


A. Konzentration 1 B. Konzentration 1:3 B. Konzentration 1:6 


Band I <4 644—632 max. 4 635 
er ayn j Schatten von4584,5an) Bata. 
II 4 593—571 ie ne max. 4 576 
{ 4 582—572 } 
» Ll 4 555—533 2 550,5—540 » 4544,5 
, IV A4519—484 2 517—497 » 4506 


Endlich mégen Messungen von Chloroformlésungen der 
krystallisierten Farbstoffe, welche nach den beiden verglichenen 
Methoden erhalten wurden und welche ihren atherischen Lésungen 
durch 12°/, Salzsiure entzogen wurden, gegeben werden. 


Umwandlungsprodukt des ' , 
Allophyllotaonins Phytorhodin 


Band I 4 646—639,5 
» Il 4594—574 
» Il 4 565—547 
» LV 4 524—506 


647—641 
, 594—575 
. §64,5—549,5 


525—507 


™» BR» AD 


» 


Bei weiterer Verdiinnung teilt sich auch hier Band II in 
zwei neue Bander. 

Die Absorptionsverhaltnisse im starker gebrochenen Spek- 
trumteil der Umwandlungsprodukte des Allophyllotaonins sind 
denen der Phytorhodine ganz analog. Sie brauchen hier nicht 
noch einmal beschrieben zu werden, die dieser Mitteilung bei- 
gefiigten Reproduktionen der Spektrogramme erlautern die Ver- 
haltnisse geniigend. 

Um einen Vergleich dieser roten Farbstoffe mit dem Phyllo- 


taonin und Allophyllotaonin anschaulich zu machen, fiigen wir 
auch Photographien des weniger gebrochenen Spektrumteiles bei. 











L. Marchlewski, Chlorophyllgruppe IT. Tafel I. 











1 Phyllotaonin in Ather. b Allophyllotaonin in Chloroform. 


ec Phytorhodin in Chloroform 


Biochemische Zeitschrift Band X 








L. Marchlewski, Chlorophyllgruppe II Tafel il 
‘ . 








a Allophyllotaonin in Chloroform. b Phytorhodin in Ather 
Umwandlungsprodukt des Allophyllotaonins in Ather 


Biochemische Zeitschrift Band X. 
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Die benutzten orthochromatischen Platten erméglichen es leider 
nicht, auch das erste Allophyllotaoninband im Rot. sichtbar 
zu machen. Um auch die Teilung des zweiten Phytorhodin- 
bandes sichtbar zu machen, haben wir die Photographie einer 
ziemlich verdiinnten Lésung gewahlt, auf welcher jedoch das 
Band I kaum mehr sichtbar ist. 

Endlich wurde zum Vergleich auch noch die Photographie 
des Absorptionsspektrums des Allophyllotaonins im Ultraviolett 
(in Chloroform gelést) beigefiigt. Dasselbe besteht in der 
Region zwischen 436 wu und 334 4u aus 3 Bindern. Eines 
derselben ist sehr stark und liegt ungefiihrt auf der Hg- = 405 wu- 
Linie, das zweite hinter dem Triplet Hg 366 uu und das 
dritte von der Linie Hg = 334 mw. 

In aitherischen Lésungen sind die Bander etwas melir nach 
dem weniger gebrochenen Teil verschoben. 

Die oben beschriebenen Resultate beweisen, wie wir glauben 
unstreitig, da8 Allophyllotaonin unter dem EinfluB von Siuren 
bei Anwesenheit von Alkohol bei héherer Temperatur in Farb- 
stoffe umgewandelt wird, welche mit den Phytorhodinen von 
Willstatter und Mieg identisch sind.’) Daraus folgt also, daB 
die Umwandlung des Alkachlorophylls in die Phytorhodine in 
zwei Phasen verliuft, wobei die erste die Bildung des nunmehr 
gut charakterisierten Phyllotaonins bzw. Allophyllotaonins ist. 

Ein sehr auffallender Unterschied zwischen Phyllotaonin 
und Phytorhodin besteht in dem Verhalten beider Substanzen 
zu Alkalien bei hohen Temperaturen. Wahrend Phyllotaonin 
das beste Ausgangsmaterial fiir die Darstellung des Phyllo- 
porphyrins bildet, werden die Phytorhodine durch Behandlung 
mit alkoholischem Kali bei 200° in jene priachtige Substanz 
nicht umgewandelt. 

Eine unserer nichsten Mitteilungen tber Chlorophyllfarb- 
stoffe soll die Zusammensetzung des Allophyllotaonins und der 
aus ihm entstehenden Phytorhodine behandeln. 

1) Erwihnt sei, daB Phytorhodin f wahrscheinlich mit unserem 
Phylloxanthrubin identisch ist. 








Ergebnisse neuerer Forschungen iber Milchserum. 
Zweite Mitteilung. 
Von 
Fr. Landolf. 


Aus dem Zentrallaboratorium des Hospitales der Nationalklinik 
von Buenos Aires und dem Universitatslaboratorium zu La Plata bei 
Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1908.) 


Eine zweite Arbeit iiber Kuhmilchserum nach meiner 
Methode wurde vorzugsweise unternommen, um sich iiber einen 
eigentiimlichen Fall von Garung zu vergewissern, und ferner, 
um auch von den ersten fraktionierten Fallungen Osazone zu er- 
halten, was in meiner ersten Arbeit’) nicht versucht worden war. 

Da diese zweite Arbeit im wesentlichen dieselben Resultate 
wie die erste Arbeit iiber den gleichen Gegenstand geliefert hat, 
aber etwas vollstandiger und ein wenig abgeandert ist — die 
Untersuchung erstreckt sich nicht blo8 auf einen Liter, sondern 
auf drei Liter Milchserum —, so gebe ich hier blo8 einen kurzen 
Auszug der erhaltenen Resultate aus den umfangreichen Proto- 
kollen. 

Schon fiir die zweite Fraktion der 3. Hauptfallung meiner 
friihren Arbeit erhielten wir fiir einen Trockenriickstand der 
nicht hydrolysierten Lésung von 7,26 g aus einem Liter eine 
Kohlenséuremenge, die 6,80 g girungsfahigem Zucker ent- 
spricht. Somit vergor hier der gesamte organische Riickstand. 

Nun habe ich bei der 3. Fraktion der III. Hauptfallung 
s. Z. fiir die nicht hydrolysierte Fliissigkeit mit einem Trocken- 
riickstande von 2,40 g pro mille, fiir die Menge girungsfahigen 
Zucker die Zah] 2,00 g pro tausend angegeben. In Wirklichkeit 


1) Diese Zeitschr. 4, 172, 1907. 
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aber fiihrt die Analyse zu dem Wert 4,00 g pro tausend. Somit 
entspricht die Menge erhaltener Kohlenséure der doppelten 
Menge des Trockenriickstandes. Da mir dies héchst unwahr- 
scheinlich schien, so habe ich den Grund dieses eigentiimlichen 
Resultates zunichst einer beliebigen unbekannten Ursache zu- 
geschrieben und ging dariiber weg. 

Aber zu derselben Zeit gab mir auch die 1. Fraktion der 
IV. Hauptfallung ein &hnliches Resultat, namlich fiir einen 
Trockenriickstand von 2,13 g in 1000 eine Quantitat garungsfahigen 
Zucker von 3,80 g pro 1000, also somit fast das Doppelte des 
Trockenriickstandes der nicht hydrolysierten Lésung. Auch hier 
und aus dem gleichen Grunde habe ich bloB die Halfte der wirk- 
lichen Ziffer, nimlich 1,90 g °/,,, angegeben. 

Heute, da ahnliche Befunde auch in dieser neuen Arbeit 
erhoben worden sind, habe ich natiirlich keinen Grund mehr, 
an der Richtigkeit dieser Resultate zu zweifeln; ich bin davon 
iiberzeugt, daB es Kohlehydrate gibt, die mit Bierhefe und unter 
Umstanden auch vielleicht spontan direkt in Kohlensiure und 
Wasser, und wenn sie stickstoffhaltig sind, in Kohlensiure, 
Wasser und Stickstoffverbindungen zerfallen. 

Hier habe ich fiir die drei Fraktionen der IV. Haupt- 
fallung, fiir einen Trockenriickstand der nicht hydrolysierten 
Lésung von 2,48 g in 1000, eine Menge giarungsfahigen Zucker 
von 3,20 g in 1000, und nach der Hydrolyse fiir einen Trocken- 
riickstand von 1,68 g pro 1000 eine Menge Zucker gleich 4,00 g 
pro 1000, somit das Doppelte des Trockenriickstandes aus- 
machend, gefunden. 

Welches kann nun die Konstitution eines Kohlehydrates 
sein, das 6 Kohlenstoffatome im Molekiil enthalt und bei 
der Garung, ohne Sauerstoff zu absorbieren, also durch ein- 
fache Spaltung, wie dies beim Traubenzucker der Fall ist, nicht 
Kohlenséure und Alkohol, sondern blo8 Kohlenséure und 
Wasser liefert ? 

Man konnte u. a. vielleicht an ringférmige Gebilde denken, 
die ev. zu den Substanzen der Inositgruppe in Beziehung stehen. 

Was die Osazone anbelangt, so haben wir schon fiir die 
ersten Fallungen gut ausgebildete Formen erhalten. Ob sie mit 
den gewohnlichen Vertretern dieser Gruppe identisch sind, ist 
noch unentschieden. 
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Wir sehen ferner, daB die verschiedenen Fraktionen von 
Lactose oder vielmehr von Lactosekomplexen oder Lactose- 
paarlingen sich sehr ungleich verhalten. Alle diese Frak- 
tionen enthalten Stickstoff, mit Ausnahme der 8. aus der II. 
Hauptfaillung. Hier ist nun auch der Saéuregrad, mit Phenol- 
phtalein als Indikator bestimmt, gleich Null. Somit ist die 
saure Reaktion samtlicher Fallungen durch die Gegenwart von 
stickstoffhaltigen Substanzen bedingt und diesen proportional. 

Fiir die 8. Fraktion der II. Hauptfallung hatte man in Anbe- 
tracht ihrer groBen Reinheit und Krystallisierbarkeit glauben 
sollen, da8 wir es mit einem gut charakterisierten Individuum 
zu tun haben, aber dem ist doch nicht so. Somit ist auch 
die reinste dieser Fallupgen ein Gemenge von mindestens zwei 
Substanzen, von denen die eine sowohl von salpetersaurem 
Quecksilber als auch von essigsaurem Blei gefallt wird, wah- 
rend die andere dabei unangegriffen bleibt. Aber beide sind 
optisch aktiv, reduzieren und giren in angenahert gleichen Pro- 
portionen, und die so erhaltenen Zahlen stimmen ziemlich genau 
mit der organischen Substanz des erhaltenen Trockenriick- 
standes bei 95° iiberein. Hier werden sogar diese drei Eigen- 
schaften noch bedeutend durch die Hydrolyse gesteigert. 

Ich bin jetzt davon iiberzeugt, daB die Lactose nicht in 
drei oder vier verschiedenen Modifikationen, den sog. a-, /-, 
y- und 6-Formen existiert, wie dies einige Autoren annehmen, 
sondern daf vielmehr die Lactose aus verketteten oder ver- 
schiedenen aneinandergelagerten Kohlehydraten besteht, welche 
verhaltnismaBig leicht durch fraktionierte Fallungen und darauf- 
folgende fraktionierte Krystallisationen getrennt werden kénnen; 
das ergibt sich aus den Osazonen, aus der Polarisation, aus der 
Xeduktion und aus der Garung. 

Es ist nun freilich zuzugeben, daB alle diese Korper, oder 
besser gesagt, diese Gemenge von Kérpern noch mehr oder 
weniger stickstoffhaltig sind und da8 hierdurch ihr Studium 
sehr erschwert wird. Diesem Ubelstande kann nun abgeholfen 
werden, wenn man, wie ich es beabsichtige, mit grdBeren 
Quantitaiten arbeitet und die erhaltenen Fraktionen der ver- 
schiedenen Fallungen der fraktionierten Krystallisation unter- 
wirft. 

Ich hatte bereits eine ziemliche Menge sehr schén krystalli- 
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sierter und héchst wahrscheinlich reiner Individuen in der Hand, 
allein ich konnte dieselben nicht abtrennen, ohne die Resultate 
der Analyse zu beeintrachtigen. Somit ist nun die Hauptauf- 
gabe, reine Substanzen zu isolieren, diese zu analysieren und 
ihre chemischen Eigenschaften festzustellen. Dies ist freilich 
offenbar eine lange und miihevolle Arbeit, die jedoch allein 
Klarheit verschaffen kann. 

Ich will noch hinzufiigen, daB die Wirkung einiger Milch- 
fermente manchmal sich durch Bildung sehr schéner, aber 
haufig leicht léslicher Osazone charakterisieren l]4Bt, welche 
von den gewodhnlichen Kohlehydratosazonen verschieden zu 
sein scheinen. 

DaB- meine Voraussetzungen zutreffen, geht auch aus der 
Tatsache hervor, da8 ich bei der Stickstoffbestimmung aus 1000 g 
chemisch reiner Glucose von Merck 0,094 g N erhalten habe. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, dem Dekane der medi- 
zinischen Fakultét von Buenos Aires, Herrn Nationalrat Pro- 
fessor Dr. Eliseo Canton, meinen aufrichtigen Dank fiir 
die mir bewiesene Unterstiitzung bei der Fortsetzung meiner 
Arbeiten auszusprechen. 











Uber die Unterdriickung der Fuselélbildung und die Mit- 
wirkung von Bakterien an der Bildung héherer Alkohole 
bei der Garung. 


Von 
Hans Pringsheim. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin). 


(Eingegangen am 25; Mai 1908.) 


I. Die Unterdriickung der Fuselélbildung. 


Das Leucin, welches bei der alkoholischen Garung in Amyl- 
alkohol umgewandelt wird, 148t sich durch die Gegenwart 
anderer Stickstoffquellen, wie Asparagin, Pepton und schwefel- 
saures Ammoniak, die nicht in héhere Alkohole iberfiihrbar 
sind, teilweise vor dem Angriff der Hefe schiitzen.’) Auch in 
natiirlichen Maischen wurde durch Zusatz von schwefelsaurem 
Ammoniak vor Einsaat der Hefe eine bedeutende Unter- 
driickung der Fuselélbildung erzielt.*) 

Die bisher im Laboratorium in Géarflaschen ausgefiihrte 
Untersuchung, bei der der Fuseléilgehalt des gebildeten Alkohols 
nach der Methode von E. Beckmann®*) bestimmt worden war, 
wurde jetzt durch eine Reihe von Versuchen in der Weender 
Brennerei erginzt, die im praktischen Betriebe auf das deut- 
lichste die Laboratoriumsergebnisse bestatigten. 

In der Weender Brennerei werden 175 Pfund Roggen und 
75 Pfund Mais mit 80 Pfund Gerstenmalz verzuckert und in 
2000 1 fassenden Bottichen zur Girung angestellt. Der Alkohol 


1) H. Pringsheim, Diese Zeitschr. 8, 252, 1907. F. Ehrlich, 
Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch. 40, 1027, 1907. 

2) H. Pringsheim, Diese Zeitschr. 8, 276, 1907. 

8) Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 2, 709, 1899; 4, 1059, 
1901; 10, 143, 1905. 
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wird dann zuerst abdestilliert, und nachdem er durch den Ziahl- 
apparat gegangen ist, in einem SammelgefaS aufgefangen, von 
dem aus die aus fiinf Bottichen stammenden Alkoholmengen 
von etwa je 841 in den Collonenapparat gelangen. Das ge- 
reinigte Produkt wird als Trinkkorn verwandt, und die Hefe, 
zur Versorgung der Stadt Gottingen, mit PreBhefe abgenommen. 
Das Fuseldl flie8t bei der Rektifikation in einen getrennten Be- 
halter, aus dem es sich bequem abziehen und messen laSt. 

Zum Zwecke der Priifung, ob der Fuselélgehalt des Al- 
kohols durch den Zusatz von schwefelsaurem Ammoniak herab- 
gesetzt werden kann, wurde nun in mehreren Versuchsreihen 
vor Einsaat des Hefegutes, aber nach der Milchsiuerung, 
schiwefelsaures Ammoniak zur Maische derart zugegeben, dali 
immer fiinf Bottiche, deren Alkohol nachher gemeinsam rekti- 
fiziert werden sollte, die gleiche Menge des Salzzusatzes erhielten. 
Pro Bottich von 20001 gab ich in mehreren Versuchsreihen 
500 g Ammonsulfat, in einer 250 ¢ und in einer anderen 1000 g 
des Salzes zu. Der Erfolg war, daB, wahrend bei der 
Destillation des Alkohols ohne Zusatzaus fiinf Bottichen 
51 nicht entwassertes Fuselél gewonnen wurden, bei 
Zugabe von 500 und 1000 g nur 21 abflossen, wohingegen 
bei 250 g Salzzugabe 2,51 Fuselél gebildet worden waren. 
500 g Ammonsulfat hatten also fiir 20001 Maische geniigt, um 
die Fuselélbildung auf ihr Minimum zuriickzudringen, wahrend 
bei 250 g Zusatz noch keine so groSe Schiitzung der Fuselél 
gebenden Aminosiuren, wie sie in der speziellen Maische vor- 
handen waren, erzielt worden war. 

Die Annahme, da8 sich durch Zusatz assimilierbaren Stick- 
stoffs die Fuselélbildung bei der Vergirung von natiirlichen 
Maischen herabdriicken 1aBt*'), wurde daher durch den Versuch 
in der Praxis bestitigt. Die Hefe deckt ihre Stickstoffnahrung 
unter solchen Bedingungen zum Teil auf Kosten des Ammoniaks. 
Andererseits wurde aber von neuem gefunden, daB auch die 
Fuselél gebenden Aminosiuren nicht unangegriffen bleiben, da 
durch die Zugabe von 1000 g Ammonsulfat keine stirkere Unter- 
driickung der Fuselélbildung als durch Zusatz von 500 g zu er- 
reichen war. Der von mir aufgestellte Satz’), keine Girung 





1) H. Pringsheim, 1. c. 275. 
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2) 1. c. 285. 
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ohne gleichzeitige Bildung von Fuselél, hat auch hier seine 
Giiltigkeit bewiesen, ja er diirfte sich nach meinen neueren 
Untersuchungen auch auf die alkoholische Gairung durch andere 
Pilze als Hefe tibertragen lassen, da auch Mucor racemosus, 
Rhizopus tonkiniensis, Monilia candida und Torula V. die Fihig- 
keit, Leucin in Amylalkohol umzuwandeln, zukommt.') 

In meinem Laboratoriumsversuch war durch die Zugabe 
von schwefelsaurem Ammoniak zur Weender Maische eine be- 
deutende Steigerung der Alkoholbildung erreicht worden, eine 
Steigerung, die allerdings die im praktischen Betriebe herrschenden 
Moglichkeiten iibertraf, da hier nur eine geringe Menge unver- 
gorener Kohlenhydrate zuriickbleiben. Médglicherweise mag die 
niedere Anstelltemperatur von 15° schuld an diesem Ausfall 
gehabt haben, da bei der geringen Masse des Garmaterials keine 
Erwarmung einirat. Ich nahm an, daS durch die Anwesenheit 
verschieden gearteter Stickstoffquellen der Hefe, die, wie ich 
gezeigt habe*), eine weit schnellere Zuckervergarung als einfach 
zusammengesetzte Stickstoffquellen zur Folge haben, innerhalb 
der fiir die Vergirung erlaubten Zeit, eine bessere Ausnutzung 
der vorhandenen Kohlenhydrate erfolgt war. Bei Beobachtungen, 
die in der Weender Brennerei bei Zusatz von schwefelsaurem 
Ammon gemacht wurden, lieB sich nun in der Tat zeitweise 
ein Heraufgehen der Alkoholausbeute iiber den vorherigen Durch- 
schnitt konstatieren, der etwa 3°/, der gewonnenen Alkohol- 
menge ausmachte. Mit Sicherheit konnte ein derartiger Er- 
folg allerdings nicht erzielt werden. Als infolge der Ver- 
wendung von neuem und besserem Malz eine Steigerung der 
Alkoholausbeute einsetzte, die weit die durch Ammonsulfat- 
zugabe erreichbare iibertraf, weil das Malz starkehaltiger war, 
blieb der Salzzusatz ganz erfolglos. Versuche, die in einer 
schlesischen Kartoffelbrennerei ausgefiihrt wurden, gaben kein 
positives Resultat. Es wurde mit schwefelsaurem Ammon nicht 
mehr und nicht weniger Alkohol gebildet, als ohne dieses. Der 
hohe EiweiBgehalt der Kartoffel sicherte der Hefe offenbar bald 
eine- geniigende Stickstoffernihrung. Dagegen kann ein Zusatz 
dieser billigen Stickstoffquelle bei der Verwendung eiweifarmerer 


1) Diese Zeitschr. 8, 128, 1908. 
2) Diese Zeitschr. 1. c. 3. 188. 








eine 
-ren 
lere 
Sus, 


hig- 


‘abe 

be- 
eine 
den 
ver- 

die 
sfall 
eine 
heit 

ich 
Fach 
nalb 
ung 
yen, 
rem 
eise 
rch- 
hol- 

Er- 
Ver- 

der 
fat- 
var, 
iner 
kein 
icht 
Der 
oald 
satz 
erer 


Unterdriickung d. Fuselélbildg. u. Mitwirkung v. Bakterien usw. 493 


Materialien, wie z. B. des Mais, sehr wohl zur Bildung gréBerer 
Mengen von Alkohol innerhalb der kurzen Garfrist fiihren. 


II. Die Mitwirkung von Bakterien an der Bildung héherer 
Alkohole bei der Girung. 


Bei normaler Garung besteht das Fuselél neben Amy]- 
alkohol immer aus normalem Propylalkohol und Isobutylalkohol.') 
Schon vor dem neueren Aufschwung, den die Erforschung der 
Fuselélbildung genommen hat, konnte ich auf die Tatsache hin- 
weisen, daB diese Alkohole aus gleichartigen Zwischenprodukten 
hervorgehen miissen.*) Das wechselnde Verhaltnis dieser Alko- 
hole mu8 sich zum Teil durch die Anwesenheit wechselnder 
Mengen von Eiweifspaltungsprodukten der verschiedenen Gir- 
materialien, wie des Getreide, Mais, Melasse, Kartoffeln, Kirschen, 
Pflaumen und Eicheln erklaren lassen, wahrend ein Teil des 
Fuseléls sicher aus den Zerfallsprodukten des Hefeeiwei8 ge- 
bildet wird, die nach meinen Versuchen auch bei gut ernahrter 
lebender Hefe in die Nahrlésung iibertreten.*) 

Es schien nun von Interesse zu priifen, ob etwa die Amino- 
siuren, welche die im Fuselé] vorhandenen Alkohole geben, 
durch das schwefelsaure Ammon in verschiedenem Grade ge- 
schiitzt werden. Um dies zu ermitteln, wurde Fuselél, das mit 
und ohne Zusatz von schwefelsaurem Ammoniak in der Weender 
Brennerei erhalten worden war, in die verschiedenen Alkohole 
getrennt. Zu meinem Staunen zeigte sich nun, da8B in dem 
gepriften Fuselél neben den zu erwartenden Alkoholen 
auch in reichlicher Menge normaler Butylalkohol vor- 
gefunden wurde. Besonders interessant war nun, daf das 
Fuselél, welches ohne Zusatz von Ammonsulfat gewonnen wurde, 
eine bedeutende Quantitaét von Isopropylalkohol ent- 
hielt, wahrend dieses Produkt in dem mit Zusatz gewonnenen 
Fuselél nur in geringen Spuren vorhanden war. Die Trennung 
der verschiedenen Alkohole wurde auBerordentlich erschwert, 
da statt drei zu erwartender fiinf mit zum Teil nahe_beiein- 
ander liegendem Siedepunkt separiert werden muBten. Deshalb 





1) Vgl. hierzu K. Windisch, Arb. aus dem Kais. Gesundheits- 
amt 8, 140, 1893. 
2) Centralbl. f. Bakt, (Abt. IT) 15, 314, 1905. 
3) Diese Zeitschr. 3, 199, 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band X. 32 
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kann sie trotz sehr wiederholter Fraktionierungen keinen An- 
spruch auf Genauigkeit machen. Immerhin geht aus dem 
Resultat hervor, daB die Fuselél gebenden Aminosiéuren ziem- 
lich gleichartig durch schwefelsaures Ammoniak gedeckt werden. 

Bei der Fraktionierung des Fuseléls, welches ohne Zusatz 
von Ammonsulfat erhalten wurde, isolierte ich einmal auf 378 g 
Amylalkohol 44,5 g normalen Butylalkohol und 35,1 g Isopropyl- 
alkohol, ein anderes Mal auf 402 g Amylalkohol 49 g normalen 
Butylalkohol und 20 g Isopropylalkohol. Auf 274 g Amyl- 
alkohol des mit Zusatz gewonnenen Fuseléls fand ich 22,4 g 
normalen Butylalkohol und auf 41,5 g Amylalkohol 5,6 g normalen 
Butylalkohol, wahrend bei beiden Fallen nur geringe Mengen 
von Isopropylalkohol erhalten wurden. 

Die Drehung des ohne Zusatz gewonnenen Amylalkohols war 
im 2d Rohr [a]p = — 1,66°, in guter Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Markwald'), der fiir Getreidefuselél bei ver- 
schiedenen Proben eine Drehung von [a]p (1==2) zwischen — 1,65° 
und — 2,0° erhalten hatte. Der mit Zusatz gebildete Amyl- 
alkohol drehte —2,25°. Das Isoleucin scheint also in Gegen- 
wart von schwefelsaurem Ammoniak durch die Hefe starker 
angegriffen zu werden als das Leucin.?) 

Schon Claudin und Morin’) fanden in einem Kognak 
normalen Butylalkohol. Da gleichzeitig Buttersiure gebildet 
worden war, schlossen sie auf die Mitwirkung des Bacillus 
butylicus. Als dann Emmerling*) aus 10 kg Kornfuseldél 25 g 
normalen Butylalkohol absonderte, glaubte ich*) auch die Bil- 
dung dieses Alkohols auf Bakterienmitwirkung zuriickfiihren zu 
miissen. Im vorliegenden Falle, in dem die Menge des 
normalen Butylalkohols im Vergleich zu den normaler- 
weise im Fuselél vorhandenen héheren Alkoholen eine 
viel gré8ere war als in den vorgenannten Beispielen, 
scheint mir die Bakterienmitwirkung erwiesen zu sein, 
erwiesen vor allem durch die gleichzeitige Bildung des 


1) Ber. d. Deutch. chem. Ges. 35, 1597, 1902. 

2) Vgl. hierzu F. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins d. Deutsch. Zucker- 
industrie 55 592, 1905. 

3) Bull. de la Soc. chim. de Paris 49 178, 1888. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch. 35 694, 1902. 

5) Centralbl. f. Bakt. (Abt. IL) 15, 302, 1905. 
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Isopropylalkohols. Denn normaler Butylalkohol und _ Iso- 
propylalkohol, die beide im Fuselél bei richtig geleiteter Girung 
nicht vorkommen, sind, wie ich gezeigt habe’), die Girprodukte 
des gewohnlichen Buttersaurebacillus, der nach anderen Unter- 
suchungen von mir*) weit verbreitet ist. 

Die Tatsache, daB ich neben normalem Butylalkohol auch 
Isopropylalkohol auffand, kann keine zufillige gewesen sein. 
Beide Alkohole sind durch Bakterienwirkung entstanden. Das 
von mir untersuchte Fuselél verdankt also seinen Ur- 
sprung zwei verschiedenen Vorgaingen, erstens der 
Wirkung der Hefe auf die Eiwei8spaltungsprodukte 
ihres eigenen und des in den Giarmaterialien enthal- 
tenen Eiwei8, wodurch normaler Propyl-, Isobutyl- und 
Amylalkohol entstanden sind, und zweitens der Wir- 
kung des Buttersiurebakteriums auf das Girmaterial, 
der Isopropyl- und normaler Butylalkohol ihren Ur- 
sprung verdanken miissen. Fuselél kann also durch die 
Wirkung der Hefe und durch die von Bakterien entstehen. 
Durch die Hefe kommt immer Fuselél in den Girungsalkohol, 
durch Bakterien werden héhere Alkohole bei der Hefegirung 
nur in seltenen Fiillen gebildet. Denn ich bin keineswegs der 
Ansicht, daB die von mir am Weender Fuselél gemachte Be- 
obachtung an den Fuselélen verschiedener Brennereien eine 
haufige Bestatigung finden wird. Es handelt sich hier um einen 
extremen Fall, in dem die Leistung der Buttersiurebakterien 
in der Bildung héherer Alkohole eine ganz auBerordentliche ge- 
wesen ist. 

Es kiénnte hier der Einwand erhoben werden, daB ich die Butter- 
siurebakterien, welche fiir die Bildung der genannten Alkohole ver- 
antwortlich waren, nicht in der Maische aufgefunden habe. Ein solcher 
Versuch wire jedoch von geringem Wert. Durch Priifung der urspriing- 
lichen Maische wire es mir kaum gelungen, solche Bakterien zu identi- 
fizieren, durch Elektivkultur hatte ich mit Sicherheit aus der Maische, 
wie ja aus allen zur Girung angestellten Maischen, eine Buttersiure- 
girung herausziichten kénnen. 

Weiterhin kénnte man einwenden, daB die Bildung von Bakterien- 
fuselé!, wie ich den Isopropyl- und normalen Butylalkohol in diesem 
Falle nennen will, bei gleichzeitiger Hefegirung durch den Versuch bei 


1) Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 15, 317, 1907. 
2) Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 16, 795, 1906 und 20, 248, 1908. 
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gemeinsamer Wirkung zweier Reinkulturen zu erweisen war. Ein der- 
artiger Versuch war jedoch schon friiher!) erfolglos geblieben. Die Bil- 
dung héherer Alkohole durch Bakterien mu8 in der Maische zu einer 
Zeit erfolgt sein, als die Hefe entweder noch nicht ausgesit oder noch 
zu keiner geniigenden Entfaltung gekommen war. Wir miissen also 
unsere Theorie, daB héhere Alkohole bei der Hefegirung durch Bakterien - 
garung entstehen kénnen, fiirs erste auf Grund der gleichzeitigen Auf- 
findung von Isopropyl- und normalem Butylalkohol aufbauen. 


III. Experimenteller Teil. 


Die Abscheidung des Wassers, welche der Trennung der 
Alkohole des Fuseléls vorauszugehen hat, war im gegebenen 
Falle nicht die geringste Schwierigkeit. Wasser war im Fuselél 
bis zu 50°/, enthalten. Hier mu8 auch darauf hingewiesen 
werden, da in den Fallen, in denen Isopropylalkohol nur in 
geringer Menge aufgefunden werden konnte, ein Teil dadurch 
verloren gegangen sein kann, da8 das Fuselél im Fuselélbehalter 
des Rektifikationsapparates iiber Wasser stand. Gerade die 
niedriger siedenden Anteile sind im Wasser leichter léslich, so 
daB sich ein Gleichgewicht zwischen der Léslichkeit des Iso- 
propylalkohols in den héheren Alkoholen und im Wasser her- 
gestellt haben muB. 

Die Wasserabscheidung aus dem Fuselél geschah zuerst 
mit Hilfe von gebranntem Kalk und nachher am besten mit 
entwasserter Pottasche. Zur Fraktionierung bediente ich mich 
eines dreikugeligen Aufsatzes, der zur besseren Wirkung mit 
drei Platindrahtnetzen beschickt worden war. Das Normal- 
thermometer wurde vom Dampf umspiilt. Die Destillation war 
eine sehr haufige; sie wurde so geleitet, da8 nicht nur ver- 
schiedene Fraktionen genommen, sondern die einzelnen Fraktionen 
aufs neue fraktioniert wurden. 

Zur Identifizierung der Alkohole, die im gegebenen Falle 
von besonderem Interesse waren, dem Isopropyl- und normalen 
Butylalkohol wurden bei den entsprechenden Temperaturen von 
83° und 116° konstant siedende Anteile entnommen, und diese 
durch Jod und Phosphor in die Jodide umgewandelt, die dann 
bei 89° und 129° siedeten. Gerade die Siedepunkte dieser sind 
von den der in mégliche Frage kommenden Jodide wie Athyl- 
jodid bei 72° normalem Propyljodid bei 102° und Isobutyl- 


1) Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 15, 319, 1905. 
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jodid bei 120° zur genauen Charakterisierung des Isopropyl- 
und normalen Butylalkohols geniigend weit entfernt. Da8 
wirkliche Alkohole vorlagen, wurde durch die Jodbestimmung 
der Jodide bewiesen, die folgende Werte ergaben: 
0,1393 g Isopropyljodid gaben nach der Methode von Carius 
0,1932 g AgJ. 
Berechnet fiir C,H.J Gefunden 
74,71 °/, J. 74,97 °/, J. 
0,1521 g Butyljodid gaben nach der Methode von Carius 
0,1950 g AgJ. 
Berechnet fiir C,H,J Gefunden 
69,0°/, J. 69,30 °/, J. 


Zum SchluB8 sei noch darauf hingewiesen, da8 die unter- 
suchten Proben zu verschiedenen Zeiten aus der Weender 
Brauerei entnommen wurden. Die dritte Probe wurde mir drei 
Monate nach der ersten und zweiten, die vierte nach weiteren 
vier Monaten gesandt. Es ist deshalb anzunehmen, daf in 
dieser Brennerei Bakterienfuselélbildung ein konstantes Ereig- 
nis ist. 








Zur Frage iiber den autolytischen und hydrolytischen 
Abbau des Eiweifes unter normalen und pathologischen 
Bedingungen. 


Von 
W. Glikin und A. Loewy. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1908.) 


Ausgehend von den in letzter Zeit vielfach gemachten Be- 
obachtungen iiber Anderungen des Eiweifstoffwechsels unter 
pathologischen Bedingungen drangte sich uns die Frage auf, 
ob es nicht unter manchen Verhaltnissen, speziell bei Ver- 
giftungen, zu Anderungen des KérpereiweiBes kommen konne, 
die chemisch nachweisbar sind. 

Zur Entscheidung dieser Frage schien es uns am nahe- 
liegendsten, zunachst das Verhalten der Leber und der Muskeln 
gegeniiber dem autolytischen Fermente, ferner die Art ihrer 
Aufspaltung bei der Hydrolyse zu untersuchen, und zwar ver- 
gleichsweise zunichst an den Organen gesunder Tiere, sodann 
an den von Tieren, die an Salzsdurevergiftung und Blau- 
siurevergiftung zugrunde gegangen waren. 

Wir benutzten zu unseren Versuchen ausschlieBlich Hunde, 
bei denen wir die Salzsiurevergiftung durch intravenése Infusion 
1°/,iger Salzsiurelésung, die bis zum Eintritt des Todes fort- 
gesetzt wurde, bewerkstelligten. Die Injektion dauerte */, bis 
1 Stunde. Zur Blausiurevergiftung benutzten wir subcutane 
Injektionen einer Cyankaliumlésung, deren Konzentration so 
gewahlt war, daB erst durch tiglich mehrfach wiederholte In- 
jektionen, deren jede zu vielstiindigen schweren Vergiftungs- 
erscheinungen fiihrte, nach 2—4 Tagen der Tod eintrat. 

Wenn wir quantitativ etwaige Abweichungen verfolgen 
wollten, so waren wir auf die Hausmannsche Methode an- 
gewiesen, die allerdings nur einen groben Einblick in die Ver- 
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teilung des Stickstoffs auf die verschiedenen Komponenten des 
EiweiBmolekiils gewahrt, aber immerhin grébere Verainderungen 
anzeigen muBte. 

Wir verfuhren so, da8 wir unmittelbar nach dem Tode der 
Tiere Leber und Muskeln entnahmen, unter aseptischen Kautelen 
zerkleinerten, gewogene Mengen (20 g) mit der 10fachen Menge 
1 °/,igen Toluolwassers in sterilen Glasern 10 Tage lang bei 37° 
bis 41° der Autolyse iiberlieBen. Die Temperaturschwankungen 
zwischen 37° und 41° erwiesen sich als bedeutungslos fiir den 
Ablauf der Autolyse. Besondere Versuche zeigten auch, da 
eine Ausdehnung der Autolyse bis auf 20 Tage keine weitere 
Veranderung in der Stickstofiverteilung bewirkte. 

Ein zweiter Teil des Materials wurde im Vakuumexsiccator 
bei Zimmertemperatur getrocknet, in den meisten Fillen ent- 
fettet und der entfettete Riickstand der Hydrolyse unterworfen. 
Wir benutzten dazu pro 1 g Trockensubstanz 20 ccm rauchender 
Salzsiure (1,19), wobei wir die Substanz zunachst einige Stunden 
mit der Salzsiure stehen lieBen und sie sodann 6 Stunden bei 
gelinder Flamme auf dem Sandbad erhitzten. Ebenso behandelten 
wir das bei der Autolyse nicht geléste Material. 

Zur Bestimmung der verschiedenen Stickstofffraktionen ver- 
fuhren wir so, daB8 wir den Amid N durch Destillation mit 
N-freier Magnesia gewannen; den N der Diaminosiuren be- 
stimmten wir, indem wir den Destillationsriickstand in Salz- 
siure listen, auf ein geringes Volumen eindampften und mit 
Phosphorwolframséure fallten, wobei wir pro 1 g Substanz 
ca. 5 g Phosphorwolframsiure in konzentrierter Lisung be- 
nutzten. Der Niederschlag wurde mit einer verdiinnten, salz- 
siurehaltigen Phosphorwolframséurelésung gewaschen, im 
Trockenschrank bei 100° getrocknet und mit Schwefelsiure 
unter Quecksilberzusatz aufgeschlossen. Die Monoaminosauren 
haben wir teils im Filtrat von den Diaminosiuren bestimmt, 
teils aus der Differenz zwischen dem Gesamtstickstoff und der 
Summe des Amid- und Diaminosiurenstickstoffs berechnet. 

Wir verfiigen iiber je drei Versuche an gesunden, mit Salz- 
siure und mit Blausiure vergifteten Tieren; dazu kommt ein 
Versuch mit den Organen eines im Coma diabeticum gestorbenen 
jungen Menschen. Sie sind auf der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 
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nicht entietteten Trockensubstanz. 
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Was die Autolyse betrifft, so zeigen die Resultate zunichst 
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer Autoren die 
viel gréBere Angreifbarkeit der Leber- als der Muskelsubstanz: 
in ersterer ist in den normalen Organen */, des gesamten Stick- 
stofis in Lésung gegangen, in letzterer weniger als die Hilfte. 

Bei der Salzsaiure- wie bei der Blausaiurevergiftung 
sind die Ergebnisse nicht in allen Versuchen gleichartig: in 
einzelnen ist von der Lebersubstanz weniger bei der Autolyse 
in Lésung gegangen als normal (Versuch 5 und 3), in der Mehr- 
zahl der Fille jedoch wurde annahernd oder genau so viel wie 
von dem normalen Lebergewebe in Lésung gebracht. Deutlicher 
sind Differenzen am Muskelgewebe wahrzunehmen: in allen 
Versuchen mit Salzsiurevergiftung, in zweien von den drei Ver- 
suchen mit Blausaurevergiftung geht deutlich weniger Substanz 
in Lésung als normal; nur in dem Falle des Coma diabeticum, 
aber auch in dem einen Versuch mit Blauséurevergiftung ent- 
spricht die autolytische Wirkung vollkommen der Norm. 

Der Amidstickstoff betrigt bei der Autolyse normaler 
Leber ca. 8 bis 10,4°/, des gelésten Stickstoffs, beim normalen 
Muskel ca. 8 bis 14,4°/, — die Schwankungen sind hier also 
gréBer als bei der Leber. 

In den 3 Versuchen mit Salzsaiurevergiftung liegen die 
Amidstickstoffwerte bei Autolyse der Leber vollkommen 
auf dem Niveau der Norm (9,5 bis 10,7°/, des gelésten Stick- 
stoffs), die Amidstickstoffwerte des Muskels schwanken 
so erheblich, da8 sie die normalen Werte nach oben wie nach 
unten iibertreffen. Auffallend niedrig liegt der Amidstick- 
stoff der autolysierten Leber wie des Muskels beim Coma 
diabeticum (6,25 bzw. 5,93°/, des gelésten N). — Die Amidstick- 
stoffwerte bei der Blausaiurevergiftung liegen fiir die Leber 
innerhalb der normalen Grenzen, beim Muskel finden wir in 
zwei Versuchen etwas unternormale Werte (Versuch 3 und 4), 
in einem dritten (Versuch 7) einen abnorm hohen. — Wir 
finden somit Abweichungen in der Menge des Amidstick- 
stoffs gegeniiber der Norm nur im autolysierten Muskel, 
nicht in der Leber (wenn wir fiir letztere vom Coma diabeticum 
absehen); die Abweichungen beim Muskel haben jedoch nichts 
Charakteristisches, da sie in der Mehrzahl der Fille nach unten 
von der Norm liegen, in einigen dagegen oberhalb. 
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Der Diaminosaurenstickstoff, bezogen auf die Menge 
des in Lésung gegangenen, zeigt in den normalen Organen 
relativ geringe Schwankungen, in den der mit Salzséure oder 
Blausdure vergifteten Tiere weit erheblichere, ohne daB auch 
hier etwas GesetzmaBiges sich aussagen lieBe; eben dasselbe 
mu8 von dem Verhalten der Monoaminoséuren gesagt werden. 

Was die Ergebnisse der Hydrolyse der frischen Organe 
betrifft, so zeigt ein Uberblick auf Kolumne 8, daB der Amid- 
stickstoff unter allen Verhaltnissen, bei Leber wie Muskel, 
nicht wesentlich von der Norm abweicht. Der Diamino- 
sdiurenstickstoff schwankt schon bei den normalen Organen 
nicht unbetrachtlich (zwischen 13,3 und 34°), des Gesamt- 
stickstoffs), in den Vergiftungszustanden finden wir, ebenso 
wie fiir den Diaminostickstoff in den autolysierten Organen, 
weit betrachtlichere Schwankungen als in der Norm, meisten- 
teils im Sinne einer Vermehrung, nur in einzelnen Fallen am 
Muskel im Sinne einer Verminderung. Ahnlich groBe Schwan- 
kungen miissen natiirlich auch die Monoaminosauren zeigen, 
nur liegen sie in der umgekehrten Richtung, so daB ihre Menge 
in der Mehrzahl der Faille gegeniiber der Norm vermindert ist. 

Endlich die Werte, die sich bei der Hydrolyse des Riick- 
standes der autolysierten Organe fanden. Die Amidstick- 
stoffwerte zeigen nicht die Gleichmabigkeit wie die bei der 
Hydrolyse der frischen Organe. Schon ein Wert am normalen 
Muskel liegt unterhalb der sonst an Leber und Muskel normaler 
Tiere gewonnenen. Auffallenderweise entsprechen alle bei Saure- 
vergiftung gefundenen Werte den normalen; abweichend da- 
gegen sind die bei Blauséurevergiftung, aber die Ab- 
weichung ist auch hier keine gleichsinnige. 

Die Diaminoséuren zeigen auch hier, in Analogie zu 
ihrem Verhalten bei der Hydrolyse der frischen Substanz, schon 
an den normalen Organen stirkere Schwankungen als der 
Amidstickstoff. In den Vergiftungsversuchen sind die 
Schwankungen noch erheblicher nach oben wie nach unten, als 
in der Norm, ohne daf eine bestimmte Beziehung zu der Art 
der Vergiftung zu erkennen ware. — 

Der Standpunkt, den wir zur Beurteilung der Ergebnisse 
einnehmen miissen, muB8 verschieden sein: einerseits hinsicht- 
lich der Stickstoffmengen, die bei der Autolyse in Losung 
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gingen, und der Amidstickstoffmengen, die sich sowohl bei der 
Autolyse wie bei der Hydrolyse fanden, andererseits hinsicht- 
lich der Zahlen fiir den Stickstoff der Diamino- und Mono- 
aminosauren. 

Beziiglich der Werte fiir die Mengen des bei der Autolyse 
gelésten Stickstoffs wie des Amidstickstoffs kénnen wir davon 
ausgehen, daB die Bestimmungsmethode eine zuverlassige ist 
und zu Fehlern keine Veranlassung geben kann. Demgemal 
stimmen diese Werte, soweit sie an normalen Lebern und 
Muskeln gefunden wurden, innerhalb enger Grenzen miteinander 
iiberein. Die Abweichungen, die wir bei den vergifteten 
Organen fanden, diirfen wir als einen Erfolg der Vergiftung 
betrachten und miissen demnach sagen, daB sowohl beim salz- 
siure- wie beim blausdurevergifteten Muskel eine Hem- 
mung der autolytischen Wirkung einzutreten pflegt (5 Fille 
unter 7). In 2 Fallen war allerdings keine Abweichung von 
der Norm zu ersehen, wobei vielleicht der Fall vom Coma 
diabeticum, trotzdem dieses auf eine Saurevergiftung bezogen 
wird, eine besondere Stellung einnimmt und nicht mit der in- 
travenésen Salzsiurevergiftung auf gleiche Stufe gestellt werden 
kann. Besonders bemerkenswert ist die Hemmung bei der 
Salzsaiurevergiftung deshalb, weil bekanntlich die Autolyse 
bei saurer Reaktion durch Saurezusatz in vitro erheblich ener- 
gischer vor sich geht als sonst. 

Im Gegensatz zu der hemmenden Wirkung der Salzsaure- 
und Blausdurevergiftung auf die autolytische Stickstofilésung 
zeigt sich der Anteil, den der Amidstickstoff an der in Lésung 
gegangenen Stickstoffmenge hat, nicht deutlich beeinfluBt. Die 
Grenzen, innerhalb deren er bei den Vergiftungen schwankt, 
sind nicht viel weiter als in der Norm. Eine Ausnahmestellung 
nimmt hdéchstens das Coma diabeticum ein, bei dem die Amid- 
stickstoffwerte auffallend niedrig liegen. 

Auch die Amidstickstoffwerte bei der Hydrolyse der 
frischen Organe sind bei den Vergiftungsfallen nicht wesent- 
lich von den der normalen Organe verschieden. Selbst wenn 
wir die geringe Zunahme des Amidstickstoffs in Versuch 5 
(Salzsiurevergiftung) und Versuch 3 (Blausaurevergiftung) als 
auBerhalb der normalen Grenzen betrachten wollen, so bleibt 
es immerhin auffallend, einen wie geringen EinfluS auf 
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die Amidstickstofffraktion Vergiftungen ausiiben, die zu den 
schwersten Stérungen der Funktion der untersuchten Organe 
fiihren. 

Weit unsicherer ist die Beurteilung der Werte fiir die 
Diamino- und Monoaminosauren, die sich in unseren Versuchen 
fanden. Die Deutung der Werte ist unsicher, weil schon an 
den normalen Organen, speziell an der Leber, ganz betracht- 
liche Differenzen bei beiden Fraktionen vorhanden sind. Dabei 
mu8 natiirlich der Zweifel auftauchen, ob diese Differenzen 
reelle sind, oder ob etwa Miangel der Methodik, insbesondere 
der Zuverlassigkeit der Phosphorwolframsaurefallung diese Dif- 
ferenzen verschulden. Es ist nicht gut anzunehmen, daB das 
EiweiB desselben Organes bei verschiedenen gesunden Tieren 
der gleichen Art sich in so differenter Weise aufbauen sollte 
wie das (conf. Versuche 1, 9, 10) fiir die Leber in’ unseren 
Versuchen der Fall ist. Dabei ist besonders auffallend, daB 
die analogen Fraktionen, z. B. die Diaminosaéuren, bei einem 
Vergleich der Hydrolyse der frischen Substanz mit der des 
Riickstandes von der Autolyse in den in Betracht kommenden 
beiden Versuchen ein ganz verschiedenes Verhalten zeigen, indem 
im ersten Versuche die Menge des Diaminosaurenstickstoffs in 
den frischen Organen einen weit héheren Anteil am Gesamt-N 
ausmacht als im Autolysenriickstand, wahrend im zweiten Ver- 
such das Verhalten gerade umgekehrt ist. Unter diesen Um- 
stinden kénnen wir uns nicht fiir berechtigt halten, aus den 
Abweichungen, die sich bei den vergifteten Organen fanden 
und die, wie vorher schon erwahnt, nicht alle in gleicher 
Richtung liegen, bindende Schliisse zu ziehen. 

Vorlaufig scheint uns eine sich der Phosphorwolframsaure- 
fallung bedienende Methode zur Bestimmung der verschiedenen 
Stickstofffraktionen des Eiwei8molekiils nicht sicher genug zu 
sein, um Aufschliisse iiber pathologische ,,EiweiBabartung“ zu 
liefern. Fir uns wird es sich zunachst darum handeln, an 
normalen Organen unsere Untersuchungen fortzusetzen und zu 
ermitteln, auf welche Weise man zu konstanten Ergebnissen 


kommen kann. 

Als einziges Resultat unseres umfangreichen Zahlenmaterials 
kénnen wir vorlaufig nur das betrachten, daB8 die autolytischen 
Vorginge im salzsiure- und blausiurevergifteten Muskel gegen- 
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iiber der Norm gehemmt zu sein pflegen, wahrend in der Leber 
diese Hemmung meist nicht ersichtlich ist. 

Die Amidstickstofffraktion hat, wenn wir vom Coma dia- 
beticum absehen, iiberhaupt keine deutliche Beeinflussung durch 
die Vergiftung erfahren weder in der durch Hydrolyse auf- 
geschlossenen noch in der durch Autolyse gelésten Organ- 


substanz. 
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